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IGENEON KREBS-IMMUNTHERAPIE FORSCHUNGS- UND ENTWICKLUNGS-AG 

This international preliminary examination report has been prepared by this International Preliminary Examining 
Authonty and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



2. This REPORT consists of a total of 



. sheets, including this cover sheet. 



This report is also accompanied by ANNEXES, i.e., sheets of the description, claims and/or drawings which have 
been amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority 
(see Rule 70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 

These annexes consist of a total of 



_ sheets. 



3. This report contains indications relating to the following items: 
Basis of the report 



Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unity of invention 

&o"n!l^rx'^fa"S„^s%^^^^^^ --"y- ^^^P - -d-tria. applicability; 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAiVlINATION REPORT 



International application No. 

PCT/EPOO/00174 



I. Basis of the report 



I^UmTi!^^''^'? °" 0HReplacen.en, sheets ^hich have been furnished ,o the receiving Office in response to an in^tation 

under Article 14 are referred to m thts report as ■ originally filed" and are not annexed to the report since they do not coZin amZmen^) 



the international application as originally filed. 
I I description, pages ^29 ^ originally filed. 



I I the claims, 



pages 
pages 
pages 

Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 
Nos. 



1-9 



I I the drawings. 



sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 
sheets/fig 



1/13-13/13 



I 2. The amendments have resulted in the cancellation of 
□ the description, pages 

□ 

the claims, Nos. 



□ the drawings, sheets/fig 



_ , filed with the demand, 
_ , filed with the letter of 
filed with the letter of 



. y as originally filed, 
, as amended under Article 1 9, 

, , filed with the demand, 

, filed with the letter of 

, filed with the letter of 



13 March 2Q01 (13.03.2001) 



. , as originally filed, 
, filed with the demand, 
, filed with the letter of 
, filed with the letter of 



3. □ il'^f^'^P^^ ^^X^J'' f ^blished as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered 
I to go beyond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)) considered 



4. Additional observations, if necessary: 
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International application No. 
PCT/EP 00/00174 



I. Basis of the report 



1 . This report has been drawn on the basis of (Replacement sheets which have been Jumished to the receiving Office in response to an invitation 
under Article 14 are referred to in this report as originally filed" and are not annexed to the report since they do not contain amendments.) : 



The sequence protocols on pages 1/2 - 2/2 are included in 
the basis of this report. 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability; 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



1-9 



1-9 



1-9 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



Citations and explanations 

1. Reference is made to the following documents: 
Dl: WO-A-98/56416 

D2: PROCEEDINGS OF THE ANNUAL MEETING OF THE 
AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, 
March 1998, page 355 

D3: WO-A-97/15597 

D4 : PROCEEDINGS OF THE ANNUAL MEETING OF THE 
AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, 
Vol. 38, 1997, page 616 

D5: WO-A-98/56419. 

2. The amendments submitted with the letter of 13 March 
2001 meet the requirements of PCT Article 34 (2) (b). 

3. In light of the searched prior art the subject 
matter of Claim 1 appears to be novel and to involve 
an inventive step (PCT Article 33(2) and (3)). 

In response (letter of 6 March 2001) to the first 
written opinion, the applicant submitted detailed 
arguments, test results and further documents: 
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International 


application No. 


INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 


PCT/EP 


00/00174 



D6 Molecular Immunology 33, 16, 1217 - 1222, 1996 
(Miller) 



D7: The Lancet 343, 1177 - 1183, 1994 (Riethmuller 
et al . ) 

D8: Journal of Immunotherapy 15, 303, 311, 1994 

(Herlyn et al . ) 
D9: Cancer Research 60, 1921 - 1926, 2000 (Gruber et 

al. ) 



a) Novelty: 

Dl (abstract; page 7, paragraph 1) discloses 
antibodies which are directed against human cellular 
tumour-associated antigens (TAA) , such as p53, NDF, 
EGF, CEA and tyrosinase, which are involved in 
adhesion processes (see also page 9, paragraph 2, of 
the present description) . The cellular membrane 
antigen Ep-CAM is not described. 



D3 turns its main attention to peptides derived from 
Ep-CAM for treating and preventing cancer. D3 
further describes therapeutic anti-cancer 
vaccination with an anti-Ep-CAM monoclonal antibody 
in conditions of low tumour intensity (page 2, 
paragraph 2). D7 , which is mentioned on page 2 of 
D3, describes passive immunotherapy, as is derived, 
in particular, from D9 (see, for example, page 1925, 
left-hand column). D8 , which is also mentioned on 
page 2 of D3, describes immunization with an anti- 
idiotypic antibody and thus likewise does not 
concern the anti-Ep-CAM antibodies claimed in the 
present application . 

b) Inventive step: 



The antibodies mentioned in Dl C'Abl anti-TAA mAB" ) 
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are proposed for active therapeutic, inter alia 
intradermal (page 16, line 1), anti-cancer 
vaccination (page 8, lines 25 ff.; see also page 11, 
lines 4 and 5) . The induction of anti-p53 immunity 
as therapeutic and prophylactic vaccination is 
explained in greater detail by way of example (see 
page 17, Example 1; Examples 2 and 5). 



The applicant submitted test results which suggest 
that the teaching of Dl which applies for p53 cannot 
be generalized to cover simply any TAAs . It has thus 
been shown that the use of a Lewis Y-specific 
antibody, for example, for vaccination purposes does 
not lead to a Lewis Y-specific immune response and 
thus does not permit successful immunization. 



Therefore a person skilled in the art, equipped with 
the teachings of Dl and D3 which concern active 
immunization in a special case, p53, and passive 
immunization with anti-Ep-CAM antibodies, would not 
reasonably expect active immunization with said 
anti-Ep-CAM antibodies to be successful. 



c) D4 and D5, which are cited as ''X" documents in the 
international search report, merely concern 
treatment with ant i-idiotypic antibodies. D4 and D5 
thus use antibodies which are not directed against 
the antigen and consequently these documents are not 
prejudicial to the novelty of the subject matter of 
Claim 1 . 



D2 (see abstract) is concerned with the induction of 
prophylactic and therapeutic immunity to prostate 
cancer. Only monoclonal antibodies directed against 
PSA (prostate specific antigen) are used as 
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vaccines. PSA does not appear to participate in 
adhesion processes , 

d) The intermediate publication WO-A-99/65523 (priority 
date: 15 June 1998; filing date: 15 June 1999; 
publication date: 23 December 1999) discloses the 
treatment of prostate cancer by administration of 
anti-prostate antigen antibody vaccines. Thus that 
document is likewise not relevant to the assessment 
of the subject matter of the current claims. 

4. Claims 2 to 9 meet the novelty and inventive step 
requirements of PCT Article 33(2) and (3) owing to 
their dependence on Claim 1. 

5. The term ''fine bonding specificity", used in Claim 
5, for example, is unclear to a person skilled in 
the relevant technical field (see D6, for example) . 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 

VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), the 
description did not cite Dl and D3 and it did not briefly 
outline the relevant prior art contained therein. 



International application No. 
PCT/EP 00/00174 
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VERTRAG DbER DI^TERNATIONALE ZUSAMMEN^^EFf AUF DE 




lET DES PATEN^|ESENS 



Ab sender: 



MIT DER INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNG BEAUFTRAGTE BEHORDE 



VOSSIUS & PARTNEIVA'jir^J^^;? Port 



Sieberstrasse 4 
D-B1675 Munchen 
ALLEMAGNE 



VosJ^MJS & Partner 
0 3. fi^prii 2001 



PCT 



bearb.; 



MlTTElLUfslG UBER DIE UBERSENDUNG 
DES INTERNATIONALEN VORLAUFIGEN 
PRUFUNGSBERICHTS 

(Regel71.1 POT) 



Absendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



30.03.2001 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
D 2923 PCT 


WICKTIGE WinTBLUNG 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/00174 


intemationales Anmeldedatum (Tag/Monat/Jahr) 
12/01/2000 


Priorltatsdatum (Tag/Monat/Jahr) 
13/01/1999 



Anmelder 

IGENEON GMBH et al. 



Dem Anmelder wird mitgeteilt, daB ihm die nnit der international en vorlaufigen Pruf ung beauftragte Behorde 
hiermit den zu der intemationalen Anmeldung erstellten internationalen vorlaufigen Prufungsbencht, 
gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen. ubermittelt. 



Eine Kopie des Berichts wird - gegebenenfalls mit den dazugehorigen Anlagen 
Weiterleitung an alle ausgewahlten Amter ubermittelt. 



dem Internationalen Buro zur 



3. Auf Wunsch eines ausgewahlten Amts wird das Internationale Buro eine Ubersetzung des Berichts (jedoch 
nicht der Anlagen) ins Englische anfertigen und diesem Amt ubermittein. 

4. ERINNERUNG 

Zum Eintritt in die nationale Phase hat der Anmelder vor jedem ausgewahlten Amt innerhalb von 30 Monaten 
ab dem Prioritatsdatum (oder in manchen Amtem noch spater) bestimmte Handlungen (Einreichung von 
Obersetzungen und Enthchtung nationaler Gebuhren) vorzunehmen (Artikel 39 (1)) (siehe auch die durch das 
Internationale Buro im Formblatt PGT/lB/301 ubermittelte Information). 

1st einem ausgewahlten Amt eine Ubersetzung der internationalen Anmeldung zu ubermittein, so muB diese 
Ubersetzung auch Obersetzungen alier Anlagen zum internationalen vorlaufigen Prufungsbencht enthalten. Es 
ist Aufgabe des Anmelders, solche Obersetzungen anzufertigen und den betroffenen ausgewahlten Amtern 
direkt zuzuleiten. 

Weitere Einzelheiten zu den maBgebenden Fristen und Erfordemissen der ausgewahlten Amter sind Band II 
des PCT-Leitfadens fur Anmelder zu entnehmen. 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen Prufung 
beauftragten BehSrde 

Europaisches Patentamt 
D-80298 Munclnen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 



-4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Danti, B 

Tel. +49 89 2399-8161 




Fomibiatt PCT/IPEA/416 (Juli 1992) 



VERTRA 



'BER die INTERNATI0NAL»JSAMMENARBE1T AUF DEM 
GEBIET DES PATENTWESENS 



PCT 



INTERNATIONALER VORLAUFIGER PRUFUNGSBERICHT 

(Artikel 36 und Regel 70 PCT) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
D 2923 PCT 



Internationales Aktenzeichen 
PCT/EPOO/00174 



WEITERES VORGEHEN 



siehe Mitteilung iiber die Ubersendung des intematlonalen 
vorlaufigen PrQfungsberichts (Formblatt PCT/I PEA/41 6) 



tntemationaies Ar\me\6e63Xum(Tag/Monat/Jahr) 
12/01/2000 



Priorttatsdatum (Tag/Monat/Tag) 
13/01/1999 



Internationale Patentklasslfikation (IPK) Oder nationale Klasstfikation und IPK 
A61K39/395 



Anmelder 

IGENEON GMBH et al. 



1 . Dieser Internationale voriaufige Prufungsbericht wurde von der nnit der internationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dam Annnelder gemaB Artikel 36 Obermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieBiicli dieses Deckblatts. 

S AuBerdem iiegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich unn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert wurden und diesem Bericht zugrunde iiegen, und/oder Blatter nnit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwattungsrichtiinien zum PCT), 

Diese Anlagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3. Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 

I S Grundlage des Berichts 

II □ Prioritat 

ill □ Keine Erstellung eines Gutachtens uber Neuheit, erfinderische Tatigkeit und gewerbliche Anwendbarkeit 

IV □ Mangelnde Einheitlichkeit der Erlindung 

V S BegrOndete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderlschen Tatigkeit und der 

gewerbiichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

VI □ Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Vi! S Bestinnnnte Mangel der internationalen Anmeldung 

Vlll □ Bestimmte Bemerkungen zur internationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
10/08/2000 



Datum der Fertigsteliung dieses Berichts 
30.03.2001 



Name und Postanschrift der mtt der internationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten BehOrde: 

Europaisches Palentamt 

D-8029B Munchen 

Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Thiele, U 

Tel. Nr. +49 89 2399 8643 
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INTERNATJONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/00174 



I Grundlaae des Berichts 

Beschreibung, Seiten: 

^_29 ursprungliche Fassung 

Patentanspruche, Nr.: 

eingegangen am 14/03/2001 mlt Schreiben vom 13/03/2001 

Ze'ichnungen, Blatter: 

1/13-13/13 ursprungiiche Fassung 



2 



unter dlesem Punkt nichts anderes angegoben 1st. 

D-,e Bes.and,e«e standen der Bahdrde in dar Sp-aohe: zurVerfOgung b™. »u«ie„ ,n diasar Spraaha 
eingereicht; dabei handelt es sich urn 

O d,a Spracha dar Dbarse,z.ng. die «r dia ZvacKa dar in.ernatianaian Bacharchs ainga.eich, wordan is. (nach 
n ra^to«tllu-LungssprachadarintarnatlOiialanAnmaldung(na*R 

a dla Spr=ha de, oLatzung, dia .0. dia Zwaci<a der i«„a,,dnaian vori.u.,gan PrCung a,ngara,om wcdsn 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

in der internationalen Anmeldung in schriftlicher Form enthaiten ist. 

zusammen mit der internationalen Anmeldung in cor^puterlesbarer Form e.ngere.cht worden .st. 
bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden .st 
bei der Behorde nachtraglich in computeriesbarer Form eingereicht worden .st. 

=:gignrrra,=^^^^ 

Die Erklarung. daB die in computeriesbarer Form erfassten Informationen denn schrittlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 



□ 

Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 



Formblatt PCT/IPEA/409 (Felder 1-V.ll. Blatl 1) (M\ 1998) 
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Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/00174 



□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

. n niocor Rprirht ist ohne BerucksichtiQung (von einigen) der Anderungen erstellt worden. da diese aus den 
° a'gegebenen ^ der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprungl.ch 

eingereichten Fassung hinausgetien (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter. die solche Anderungen enthalten. ist unter Punlct 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatzliciie Bemerkungen: 

V Beqrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtr.ch der Neuheit, der ^;^'''''^f^';Zuunt^'' """^ ""^^ 
geTrbSchen Anwar^dbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung d.eser Feststellung 

1. Feststellung 
Neuheit (N) 

Erfinderische Tatigkeit (ET) 



Ja: 


Anspruche 


1-9 


Nein: 


Anspruche 




J a: 


Anspruche 


1-9 


Nein: 


Anspruche 




Ja: 


Anspruche 


1-9 


Nein: 


Anspruche 





2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VII Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, da(3 die internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 



Formblatt PCT/lPEA/409 (Felder l-VUI. Blatt 2) (Juli 1998) 
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INTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/00174 
PRUFUNGSBERICHT - BEIBLATT 

Sektion 1 

Sequenzprotokoll Seiten 1/2-2/2 sind in die Basis fur diesen Bescineid / Bericint 
aufgenommen. 



Sektion V 

1) Es wird auf die foigenden Dol<umente verwiesen: 
D1: WO 98 56416 A 

D2: PROCEEDINGS OF THE ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN 
ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, Marz 1998, Seite 355 
D3: WO 97 15597 A 

D4: PROCEEDINGS OF THE ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN 

ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, Bd. 38, 1997, Seite 616 
D5: WO 98 5641 9 A 

2) Die mit Schreiben vom 13.03.01 eingereichten Anderungen stehen im Einklang 
mit den Erfordernissen des Art. 34(2)(b) PCT. 

3) Der Gegenstand des Anspruchs 1 scheint im Hinbiick auf den bekannten Stand 
der Technik neu zu sein und auf einer erfinderisclnen Tatigkeit zu beruhen (Art. 
33(2), (3) PCT). 

Die Anmelderin reichte in Antwort (Schreiben vom 06.03.01) auf den schriftlichen 
Erstbescheid detaillierte Argumente, Versuchsergebnisse sowie weiter 
Dokumente 

D6 Molecular Immunology 33, 1 6, 1 21 7 - 1 222, 1 996 (Miller) 
D7 The Lancet 343, 1 177- 1 183, 1994 (Riethmuller et al.) 
D8 Journal of Immunotherapy 1 5, 303, 311,1 994 (Herlyn et al.) 
D9 Cancer Research 60, 1921 - 1926, 2000 (Gruber et al.) 

ein. 



Formblatt PCT/Beiblatt/409 (Blatt 1) (EPA- April 1997) 
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IMTERNATIONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/E POO/001 74 
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a) Neuheit: 

D1 (Zusammenfassung; Seite 7. 1 . Absatz) offenbart Antikorper, die gegen an 
Adhasionsvorgange beteiligte menschliche zellulare Tumor-assoziierte Ant.gene 
(TAA) wie p53, NDF, EGF. CEA und Tyrosinase (siehe auch voriiegende 
Beschreibung, Seite 9, 2. Absatz) gerichtet sind. Das zellulare Membranant.gen 
EpCAM ist nicint offenbart. 

D3 richtet das Hauptaugenmerk auf von Ep-CAM abgeleitete Peptide zur 
Therapie und Prophylaxe von Krebs. Ferner besohreibt D3 die therapeutische 
Vakzinierung gegen Krebs m\i einem anti-Ep-CAM monoklonalen Antikorper unter 
Bedingungen geringer Tumorstarke (Seite 2, zweiter Absatz). Die auf Seite 2 der 
D3 enA/ahnte D7 besohreibt die passive Immuntherapie wie insbesondere aus D9 
(siehe z B. S. 1925, li. Sp.) hervor geht. Die ebenfalis auf Seite 2 der D3 enA/ahnte 
D8 besohreibt die Immunisierung mit einem anti-idiotypischen Antikorper und 
betrifft somit ebenfalis nicht die in der vorliegenden Anmeidung beanspruchten 
anti-EpCAM Antikorper. 

b) Erfinderische Tatigkeit: 

Die in 01 genannten Antikorper ("Ab1 anti-TAA nnAB") werden zur aktiven 
therapeutisohen. u.a. intradermalen (Seite 16, Zeile 1), Vakzinierung gegen Krebs 
vorgeschlagen (Seite 8, Zeile 25ff; siehe auch Seite 1 1 , Zeilen 4-5). Beispielhaft 
ist die Induktion von anti-p53 Immunitat als therapeutische und prophylaktische 
Vakzinierung naher ausgefuhrt (siehe Seite 17, Beispiel 1; Beispiele 2 und 5). 

Die Anmelderin reichte Versuchsergebnisse ein, die nahelegen, daB eine 
Verallgemeinerung der fur p53 geltenden Lehre aus D1 auf beliebige TAA nicht 
zulassig ist. So wurde gezeigt, daB z.B. die Venwendung eines LewisY- 
spezifischen Antikorpers zur Vakzinierung nicht zu einer LewisY-spezifischen 
immunantwort fuhrt und daher keine erfolgreiche Immunisierung erlaubt. 

Deshalb hatte der Fachmann, ausgestattet mit den Lehren aus D1 und D3, die 
sich mit aktiver Immunisierung in einem speziellen Fall, p53. und mit pass.ver 
immunisierung mit anti-EpCAM Antikorpem befassen, keine ausreichende 



Fomblatt PGT/Belblatt/409 (Blatt2) (EPA-April 1997) 



itsITERNATlONALER VORLAUFIGER Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/001 74 
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Aussicht auf Erfolg in der aktiven Immunisierung mit besagten anti-EpCAM 
Antikorpern gesehen. 

c) D4 und D5, die im internationalen Recherclnenbericint als "X" zitiert wurden, 

beziehen sich ledigiich auf Therapie mit antiidiotypisciien Antikorpern. D4 und D5 
venwenden somit nicht gegen das Antigen gericiitete Antikorper und stelnen 
folglich dem Gegenstand des Anspruchs 1 niclit neuheitsschadlich entgegen. 

D2 (sieiie Zusammenfassung) befalBt sicin mit Induktion proplnylaktisclier und 
therapeutischer Immunitat gegen Prostatakrebs. Dabei werden ledigiich gegen 
PSA (prostate specific antigen) gericlntete monoklonale Antikorper als Impfstoffe 
eingesetzt. Es scheint, daB PSA nicht an Adhasionsvorgangen beteiligt ist. 

d) Das zwischenpublizierte Dokument WO-A-9 965 523 (Prioritatsdatum: 

15.06.1998; Anmeldedatum: 15.06.1999; Publikationsdatum: 23.12.1999) 
offenbart die Therapie von Prostatakrebs uber Verabreichung von anti- 
Prostataantigen Antikorper-Vakzinen. Das Dokument ist somit ebenfalls nicht 
relevant fur die Beurteilung des Gegenstands der vorliegenden Anspruche. 

4) Die Anspruche 2 - 9 erfullen die Erfordemisse der Artikel 33(2) und (3) POT nach 
Neuheit und erfinderischer Tatigkeit kraft ihres Abhangigkeitsverhaltnisses. 

5) Der z.B. in Anspruch 5 venwendete Begriff "Bindungsfeinspezifitat" ist fur den 
Fachmann im betreffenden technischen Gebiet klar (siehe z.B. D6). 



Sektion VII 

Im Widerspruch zu den Erfordemissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1 und D3 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 



Formblatl PCT/Belblatt/409 (Blatt 3) (EPA-April 1997) 



u. Z..: D 2923 PC 



Patentanspruche 



1. Verwendung eines Antikorpers.- der gegen das zellulare Membranantigen Ep- 
CAM gerichtet ist, zur .Herstellung eines Arzneimittels zur prophylaktischen ' 
und/odertberapeutischen aktiven Immunisierung gegen Krebs. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobe'r der Aritikorper tierischen Ursprungs ist. 

3. Verwendung nacli Ansprucii 1 Oder 2, wobei der Antikorper ein nnonocionaler 
Antlkorper ist. 

4. Verwendung nach Ansprucln 3, wobei der Antik5rper ein muriner monoclonaler 
Antikorper ist, dessen variable Region der schweren Kette die in SEQ ID N0:1 
dargesteilte Anninosauresequenz ist und dessen variable Region der ieicliten 
Kette die in SEQ ID N0:2 dargesteilte Aminosauresequenz ist. 

5. Verv^endung nach einem der Anspriiclie 1 bis 3, wobei der Antikorper dieseibe 
Bindungsfeinspezifitat wie der in Ansprucln 4 defmierte Antikorper aufweist. 

- S. Venwendung nacin einem der Anspriiche 1 bis. 5, wobei zwei odar mehr 
Antikorper, die gegen verschiedene Epitope des Menibranantigens gericintet sind, 
in Kombination verwendet werden. 

7. Verwendung nach einem der AnsprQche 1 bis 6, wobei das Arzneimittel weiterhin 
mindestens noch ein Vakzine-Adjuvans enthalt.- 

8. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei das Arzneimittel fur die 
Verabreichung des Antikorpers in einer Dosierung im Bereich von 0,01 bis 4 mg 
Antikorper geeignet ist. 

9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei das Arzneimitter zur 
Verabreichung durch subcutane, intradermale Oder intramuskulare Injektionen 
geeignet ist. j- ' 



GEAENDERTES BLATT 



OtRAG ObOdOE INTERNATloO-E ZUSARflCllARBEIT 
AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS 



Absender. INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE 



An 



VOSSIUS & PARTNER . - 

Postfach 86 07 67j_ , ^.^ r-'prTAN G E N 
D-81634 MOnchen E^N'P^n^rC^^^ 1 
GERMANY Voss.us & Partner 

I «c 2Q0Q 



Frist 
bearb.: 




POT 



MITTEILUNG UBER DIE UBERMITTLUNG DES 
INTERNATIONALEN RECHERCHENBERICHTS 
ODER DER ERKLARUNG 



(Regel 44.1 PCT) 



Al>sendedatum 
(Tag/Monat/Jahr) 



30/05/2000 



Aktanzeichen des Anmelders Oder Anwatts 

D 2923 PCT 


WEITERES VORGEHEN siehe Punkte 1 und 4 unten 


Intsmationaies Aktenzeichsn 
PCT/EP 00/00174 


Internationales Anmeldedatum 
(TagMonat/Jahr) 12/01/2000 


Anmelder 

IGENEON QMBH 



1 . Dam Anmelder wird mitgeteih, daB der Internationale Recherchenbericht erstettt wurde und Ihm hiermrt ubenmittett wird. 
EInrelchung von Andemngen und elner Erid&rung nach ArUkel 19: 

Der Anmelder kann auf eigenen Wunsch die Ansp ruche der Intemationalen Anmeldung &idem (siehe Regel 46): 

Bis wann slnd Andemngen einzurelchen? 

Die Frist zur Einreichung soicher Anderungen betr&gt ubiicherweise zwei Monate ab der ObermitHung des 
intemationalen Recherchenberichts; wertene Einzelheiten sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

Wo slnd Anderungen einzurelchen? 

Unmittelbar beim Intemationalen Buro der WlPO, 34, CHEMIN des Colombettss, CH-121 1 Genf 20, 
Telefaxnr.: (41-22) 740.14.35 

Nfihere Hlnwelse sind den Anmerkungen auf dem Beiblatt zu entnehmen. 

2. rn Dem Anmelder wird mitgeteilt, daS kein intemationaler Recherchenbericht erstellt wird und daS ihm hiermrt die Erkifimng nach 
— Artikel17(2)a)ubemiitteltwird. 

3. I I HInslchtllch des WIderepruchs gegen die Entrichtung einer zusStzlichen Gebuhr (zusStzlicher GebQhren) nach Regel 40.2 wird 
' — I dem Anmelder mitgeteilt, daB 

I I der Widerspruch und die Entscheidung hieruber zusammen mit soinem Antrag auf Obermittlung des Wortlauts sowohl des 
' — I Widerspmchs als auch der Entscheidung hieruber an die Bestimmungsamter dem Intemationalen Buro Obenmittett word n 
sind. 



□ 

Welteres Vorgehen: 



noch keine Entscheidung Qber den Widerspruch vorliegt; der Anmelder wird benachrichtigt sobald eine Entscheidung 
getroffen wurde. 



Der Anmelder wird auf fblgendes aufmeiksam gemacht 



Kurz nach Ablauf von 18 WJonaten selt dem Priorttatsdatum wird die Intemationale Anmeldung vom Intemationalen Buro verOfffentr 
licht WUlder Anmelder die Verftffentllchung veitiindem Oder auf einen spAteren Zeitpunkt verschieben, so muB gemSB Regel 90 .1 
bzw. 9CrT3 vor AbschluB der technischen Vort^raitungen fOr die intemationale VerSffentlichung eine Eikiamng uber die Zurucknah- 
me der intemationalen Anmeldung oderdes Priorliatsanspruchs beim Intemationalen Buro elngehen. 

Innerhalb von 19 Monaten seit dem Priorit&tsdatum ist ein Antrag auf intsmationale vorl&ufige Prufung, einzurelchen, wenn der 
Anmeider den Eintritt in die nationale Phase bis zu 30 Monaten seit dem Prioritfltsdatum (In manchen Amtem sogar noch langer) 
verschieben mfichte. 

Innerhalb von 20 Monaten seit dem Priorttatsdatum muB der Anmelder die fur den Bntritt in die nationale Phase vorgeschrlebenen 
Handlungen vor all n BestimmungsSmtem v mehm n, di nicht inn rhalb von 19 Monaten seK dem Priorttatsdatum In der 
Anmeldung Oder ein r nachtraglichen Auswahl rkiarung ausgewahtt wurden Oder nicht ausgewdhtt w rd n konnten, da fur sie 
Kapltel II des Vertrages nicht verbindlich ist 



Name und Postanschrfft der Intemationalen Rech rchenbehdrde 

Europaisches Patentamt, P.B. 5818 Patentiaan 2 
NL-2280 HV Rijswijk 

Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 31 651 epo nl, 
Fax: (+31-70) 340^16 



Bevollmachtigter Bedienstetar 

Nina Vercio 



Fomnblatt PCT/ISA/220 (Jull 1998) 



(Siehe Anmerkungen auf Beiblatt) 



o — o o — o 

ANRflERKUNGEN 2U FORMBLATT PCT/ISA/220 



Diese Anmerkungen sollen grundlegende Hinweise zur Einreichung von Anderungen gema3 Artikel 1 9 gebon. Diesen Anmerkungen 
liegen die Erfordemisse des Vertrags Qbar die intemationaJe Zusammenarbeit auf dem Gebiet des PatentwoBens (PCT), dsr AusfQhrungs- 
ordnung und der Verwaftungsrichtlinien zu diesem Vertrag zugrunde. Bei Abweichungen zwischen diesen Anmerkungen und 
obengenannten Texten sind letztere maflgebend. NShere Einzelheiten aind dem PCT-Leitfaden fur Anmelder, einer Verflffonttichung der 
WlPO, ZLi entnehmen. 

Die in diesen Anmerkungen venwendeten Begriffe "Artikel", "Regel" und "Abschnitt" beziehen sich jeweils auf die Bestimmungen des 
PCT-Vertrags, dor PCT-AuafQhrungsordnung brw. der PCT-Verwaltungarichtlinien. 

HINWEISE ZU Anderungen gemAss artikel 19 

Nach Eitialt des intemationalen Rocherchenberiohts hal der Anmelder die Mfiglichkeit, einmal die AnsprOche der intemationalen 
Anmeldung zu Sndem. Ea iat jedooh zu betonen, daS, da alle Toile der intemalionaien Anmeldung (AnaprOche, Beschreibung und 
Zeichnungen) wdhrend des intemationaien vorlAufigen PrQfungsverf ahrons ge&ndert warden kftnnen, normalerweise keine iSlotwendigkeit 
besleht, Anderungen dsr AnsprOche nach Artikel 19 einzureichen, auBer wenn der Anmelder z.B. zum Zwecke eines voriSufigen 
Schutzes die Verfiffentiichung dieser Ansprucbe wOnscht oder ein anderer Gmnd fQr eine Anderung der AnspnQche vor ihrer intemationa- 
len Verfitfentlichung voriiogt. Weiterhin ist zu beachten, daf3 ein vortaufiger Schutz nur in einigen Staaten erhaillich ist. 



Welche Tells der Intemationalen Anmeldung k6nnen geSndert werdon? 
Im Rahmen von Artikel 19 kfinnen nur die Ansprflche geSndert werden. 

In der intemationalen Phase kfinnen die AnsprOche auch nach Artikel 34 vor der mrt der intemationalen voriaufigen PrQfung beauf- 
tragten Behfirde geflndart (oder nochmals geandert) werdon. Die Beschreibung und die Zeichnungen kflnnen nur nach Artikel 34 
) vor der mit der intemationaien vortAufigen PrQfung beauftragten Beh5rde geandert werdon. 

Beim Eintritt in die nationalo Phase kOnnen aile Teile der intemationalen Anmeldung nach Artikel 28 oder gegebsnonfalls Artikel 
41 geftndert werden. 



Bio vtfann sUnd Anderungen einzureichen? 

Innerhalb yon zwei Wonaten ab der Obermtttlung des intemationaien Recherchenberichts oder innerhalb von aechzehn Monaten ab 
dem Prioritatsdatum.je nachdem, welche Frist spAter abl&uft. Die Andemngen gerten jedooh ols rechtzettig eingereicht, wenn sie 
dem Intemationalen BOro nach Abiauf der maBgebendsn Frist, aber noch vor AbschluS der tech nisohen Vorbereitungen fQr die 
intemationaie VenSffentlichung (Regel 46.1) zugehen. 



Wo sInd die Andemngen nicht einzureichen? 

Die Anderungen k6nnen nur lioim Intemationaien BOro. nicht absr tjsim Anmeldeamt oder der intemationaien RecherchenbahSrde 
eingereicht werdsn (Regel 46.2). 

Fails ein Antrag auf intemationaie vorl&ufige PrQfung eingereicht wurde/wird, siehe unten. 

In vyeacher Form kdnnen Andemngen ertoigen? 

Eine Anderung kann erfolgen durch Streiohung eines oder mehrerer ganzer AnsprOche. durch HinzufQgung eines oder mehrerer 
neuer AnsprOche odar durch Anderung des Wortlauts eines oder mehrerer AnsprOche in der eingeroichten Fassung. 

FQr jectes Anapruohsbtatt, das sich aufgrund einer oder mehrerer Anderungen von dem uraprOnglich eingereictiten Blatt 
unterscheidet, ist ein Ersatzblatt einzureichen. 

AlJe AnspnDohe, cSe auf einem Ersatzblatt erscheinen, sind mit arabischen Ziffem zu numerieren. Wird ein Anapruch gestrichen, so 
brauchen, die andaren Ar^sprQche nicht neu numeriert zu werden. Im Fall einer Neunumerierung sind die AnsprOche fortlaufend zu 
numerieren (Verwaitungsriohtlinien, Abschnitt 205 b)). 

Die Anderungen olnd In der Sprasche mbsufassen, In der dielntematlonale Anmeldung verdffentllcht wird. 



Welche UnteHagen sind den Anderungen belzufOgen? 
Begleltschrslben (Abschnitt 205 b}): 

Die Anderungen sind mrt einem Begleitschreibsn einzureichen. 

Das Begiettachreiben wird nicht zusammen mit der intemationalen Anmeldung und den gednderten Anspnlohen verdffentlicht. Es 
ist nicht zu verwechsein mit der 'Erkiarung nach Artikel 19(1)" (siehe unten, "Erkifirung nach Artikel 19 (1)*). 

Das Beglettstehrelben Ist nach Wahl dea Anmelders In engllscher oder franzdslscher Sprache abzufaseen. Bel engllschspra- 
chlgen Intemationalen Anmeldungen ist das Beglettschreiben aber ebenfails In engilscher, bel franzDolschaprachlgen Inter- 
natlonalen Anmeldungen In franzosischer Sprache abzufassen. 



Anmerkungen zu Fonnblatt PCT/ISA/220 (Blatt 1) (Januar 1994) 



5^ 
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ANftflERKUNGEN ZU FORMBLATT PCT/ISA/220 (Fortsetzung) 



im Begieitschreibsn sind die Untersch'iede zwischen den AnsprOchen in der eingereichten Fassung und den geAnderten AnspKlchen 
anzugeben. So mt insbesondere zu jedem Anspruch in der Internationa ten Anmeldung anzugeben (gleichlautende Angaben zu 
verschiedenen AnsprOchen k6nnen zusammengefaOt werden), ob 

I) der Anspruch unverandart ist; 

ii) dar Anspruch gestrichen worden ist; 

ill) dar Anspruch neu ist; 

rv) der Anspruch einen oder mehrere AnsprOohe in der eingereichten Fassung ersetzt; 

v) der Anspruch auf die Tetlung eines Anspruchs in der eingereichten Fassung zurOokzufOhren ist. 



im folgGnden sJnd Belsplele angegeben, VfiQ Anderungen Im BegleltsDhrelben zu oiiSutem sind: 

1. (Wenn anatelle von uraprOnglich 48 AnsprOchen naoh der Anderung einiger AnspnQche 51 AnaprOche existierenj: 

■Die AnaprOche 1 bis 29, 31 . 32, 34, 35, 37 bis 48 werden durch ge&ndsrte AnsprOohe gleicher Numerierung ersetzt; AnsprOche 
30, 33 und 36 unverandert; neue AnsprOche 49 bis 51 hinzugefOgt.' 

2. [Wenn anstelle von ursprOnglich 1 5 AnsprOchen nach der Anderung aller AnsprOche 1 1 AnsprOche existieren]: 
'Geanderte AnsprOche 1 bis 11 treten an die Stelle der AnsprOche 1 bis 1 5." 

3. [Wenn ursprOnglich 1 4 AnsprOche ©xistierten und die Anderungen darin bestehen, dafi einige AnsprOche gestrichen werden und 
neue AnsprOche hinzugefOgt werden]: 

AnsprOche 1 bis 6 und 14 unver&idert; AnsprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefOgt. "Oder" An- 
sprOche 7 bis 13 gestrichen; neue AnsprOche 15, 16 und 17 hinzugefOgt; alls Obhgen AnsprOche unver&ndert." 

4. [Wenn verschiedene Arten von Anderungen durchgefOhrt werden]: 

"AnsprOche 1-10 unverflndsrt; AnsprOche 11 bis 13, 18 und 19 gestrichen; AnsprOche 1 4, 1 5 und 16 durch geflnderten An- 
spruch 14 ersetzt; Anspruch 17 in geOndsrte AnsprOche 15, 16 und 17 unterteitt; neue AnsprOche 20 und 21 hinzugefOgt." 



"ErklSmng nsch Artlkel 16(1)" (R^gel 46.4) 

Don Anderungen kann eine Erkl&rung beigefOgt werden, mit der die Anderungen erifiutert und ihre Auswirkungon auf die 
Beschreibung und die Zeichnungen dargeiegt warden (die nicht nach Artikel 19 (1) geAndart werden kOnnen). 

Die Erklfirung wird zusammen mit der intemationaten Anmetdung und den ge&nderten AnsprOchen verAffentiicht. 
SIq ist in der Sprache abzufadson, In dor die intemationaien Anmetdung vordffQntllcftt wIrd. 

Sie muB kurz gehalten sein und darf , wenn in englischer Sprache abgefaOt oder ins Englische Obersetzt, nicht mehr aia 500 
Wdrter umfassen 

Die ErklSrung ist nicht zu verweohsetn mit dem Begleitschreiben, das auf die Unterschiede zwischen den AnsprOchen in der 
eingereichten Fassung und den ge&ndsrten AnsprOchen hinweist, und ersetzt letzteres nicht. Sie ist auf einem gesondarten Blatt 
einzureichen und in der Uberschrift als solche zu kennzeichnen, vorzugsweise mit den Worten "ErWSrung nach Artikel 19 (1)". 

Die Erkl4rung darf keine herabsetzenden Auflerungen Oberden intemationaien Recherchenboricht oder die Bedeutung von in dem 
Bericht angefOhrten Verdffentlichungen enthalten. Sie darf auf im intemationaien Recherchenbericht angefOhrte Verdffentlichun- 
gen, die sich auf einen bestimmten Anspruch beziehen, nur im Zusammen hang mit einer Anderung dieses Anspruchs Bezug 
nohmen. 



Ausvtflrftungen oines t>ere4ts gestellten Ant rag a auf International evorlSuflge PrOfung 

ist zum Zeftpunkt dar Einreiohung von Anderungen nach Artikel 19 bareits ein Antrag auf internationaie voriaufige PrOfung 
gesteltt worden, so sollte der Anmeldar in seinem Interesae gleichzeitig mit der Einreichung der Anderungen beim Intemation alen 
BOro auch eine Kopie der Anderungen bei dar mit dar intemationaien vorldufigen PrOfung beauftragen Behorde einreichen (siehe 
Regel 62.2 a), erster Satz). 



Auswlrttungen von Anderungen hinstchtllch der Obersetzung derintematlonalen Anmeldung beim Eintritt In die 
natlonale Ptiase 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daS bei Eintritt in die nalionale Phase m6glicherweise anstatl oder zusfttzlich zu der Obor- 
setzung der AnsprOche in der eingereichten Fassung sine Ubersetzung der nach Artikel 19 geanderten AnsprOche an die 
bestimmten/ausgewShften Amter zu Obermitteln ist. 

Nahere Einzelheiten Qber die Erfordemisse jedes bsstimmten/ausgewahften Amts sind Band II des PCT-Leitfadens fur Anmelder 
zu entnehmen. 



Anmerkungen zu Formblatt PCT/ISA/220 (Blatt 2) (Januar 1994) 



vOtRAG Ob^h^IE INTERNATIOfsC^ ZUSARflt^reiiARBEIT 
AUF DER/1 GEBEET DES PArENTWESENS 

POT 

INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 

(Artlkel 18 sowie Regein 43 und 44 PCT) 



Aktenzeichen dss Anmelders Oder Anwatts 

D 2923 PCT 


WEITERES siehe M'rtteilung uber die UbemriHtiung des intsmationalen 

Recherchenberichts (Formblatt PCT/ISA/220) sowie, soweit 
VORGEHEN zutreffend, nachstehender Punkt 5 


Intamationales Aktenzeichen 

PCT/EP 00/00174 


IntemationsUes Anmeldedatum 
(T ag/Monat/Jahr) 

12/01/2000 


(Fruhestes) Prioritfltsdatum (Tag/Monat/Jahr) 

13/01/1999 


Anmelder 

IGENEON GNBH 



Dieser intemationaie Recherchenbericht wurde von der Intemationalen RecherchenbeliOrde erstellt und wind dem Annnelder gemas 
Artikel 18 ObennitteK. Eine Kopie wird dem Intemationalen Buro Qbemn^ttelt 

Dieser intemationaie Recherchenbericht umfaOt insgesamt ..3 BIStter. 

[X| DarOber hinaus Hegt ihm Jeweils eine Kopie der in diesem Bericht genannten Unteriagen zum Stand der Technik bei. 



1 . Grundlage des Berlehts 

a. Hinsichtiich der Sprache ist die intemationaie Recherche auf der Grundlage der intemationalen Anmeldung in der Sprache 
durchgefuhrt worden. in der sie eingereicht wurde, sofem unter diesem Punkt nichts anderes angegeben ist. 

I I Die intemationaie Recherche ist auf der Grundlage einer bei der Behfirde eingereichten Ot>ersetzung der intemationalen 
Anmeldung (Regel 23.1 b)) durchgefuhrt worden. 

b. Hinsichtiich der in der intemationalen Anmeldung offenbarten Nueleotld- und/oder Amlnosfiureeequenz Ist die intemationaie 
Recherche auf der Grundlage des Sequenzprotokoils durchgefuhrt worden, das 



2. 
3. 



□ 
□ 
□ 

□ 

□ 
□ 



in der intemationalen Anmeldung in Schriflicher Form enthatten ist. 

zusammen met der intemationalen Anmeldung in compute rlesi^arer Form eingereicht worden ist 

bei derBehdnde nachtrgglich in schriftiicher Fomn eingereicht worden ist 

bei der Beh6rde nachtrSglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist 

Die ErklSrung, da0 das nachtrSglich eingerelchte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den Offenbamngsgehait der 
intemationalen Anmeldung Im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt 

Die Erkl&rung, daB die in computerlesbarer Form erfaBten Informationen dem schriftiichen Sequenzprotokoll entsprechen, 
wurde vorgelegt 

Bestlmmte AnsprQche haban sich als nIcht recherchlerbar erwleaen (siehe Feld 1). 
Mangelnd® ElnhoHJIchtoRder Erflndung (siehe Feld II). 



Hinsichtiich der Beselchnung der Erflndung 

[X[ wird der vom Anmelder eingerelchte Wortiaut genehmigt. 
I I wurde der Wortiaut von der Behfirde wie foigt festgesetzt 



5. Hinsichtiich der Zusemmenfaesung 

ryi wird der vom Anmelder eingerelchte Wortiaut genehmigt. 

~Z wurde der Wortiaut nach Regel 38.2b) in der In Feld 111 angegebenen Fassung von der Behfirde festgesetzt Der 
j I Anmelder kann der Behflrds Innertialb Ines Monats nach dem Datum der Absendung dieses intemationalen 
Recherchenb richts ine Stellungnahme vori gen. 

6. Folgende Abbildung der Zelchnungen ist mtt der Zusammenfassung zu v rdffentilchen: Abb. Nr. ft ■ Q 



I I wl vomAnm Idervorgeschlagen Q k ine der Abb. 

Pr[ well der Anmelder selbst kelne Abbildung vorgeschlagen hat 
I I well di se Abbildung die Erfindung bess r kennzeichn t 



FomibiattPCT/ISA/210 (Blatt 1) (Jull 1998) 



BQ 



EC 
CO 




VERTRAG OBErO INTERNATIONALE ZUSA 

GEBIET DES PATENTWESENS 



ENARBEIT AOF DEM 



^C'D 0 5 APR 2001 



W\PO 



POT 

INTERNATIONALER VORLAUFDGER PROFUNGSBERDCHT 
(Artikel 36 und Regel 70 PCX) 



Aktenzeichen des Anmelders Oder Anwalts 
D 2923 PCT 


siehe Mitteilung iiber die Ubersendung des intemationalen 
WEITERES VORGEHEN vorlaufigen Prufungsberichts (Fomnblatt PCT/IPEA/416) 


Internationales Aktenzeichen 
PCT/E POO/00 174 


Internationales Ar\rr\e\6e6aXurr\(Tag/Monat/Jahr) 
12/01/2000 


Prioritatsdatum (Tag/MonaVTag) 
13/01/1999 


Internationale Patentklasslfikation (IPK) Oder nationale Klasslfikation und IRK 
A61K39/395 


Anmelder 

IGENEONGMBH et al. 



1. Dieser rnternationale vorlaufige Prufungsbericht wurde von der mit der intemationalen vorlaufigen Prufung beauftragten 
Behorde erstellt und wird dem Anmelder gemaR Artikel 36 ubermittelt. 

2. Dieser BERICHT umfaBt insgesamt 6 Blatter einschlieRlich dieses Deckblatts. 

S AuRerdem liegen dem Bericht ANLAGEN bei; dabei handelt es sich urn Blatter mit Beschreibungen, Anspruchen 
und/oder Zeichnungen, die geandert warden und diesem Bericht zugrunde liegen, und/oder Blatter mit vor dieser 
Behorde vorgenommenen Berichtigungen (siehe Regel 70.16 und Abschnitt 607 der Verwaltungsrichtlinien zum PCT). 

Diese Aniagen umfassen insgesamt 1 Blatter. 



3, Dieser Bericht enthalt Angaben zu folgenden Punkten: 



II 


□ 


III 


□ 


IV 


□ 


V 




VI 


□ 


VII 




VIII 


□ 



Grundlage des Berichts 



Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

Bestimmte angefuhrte Unterlagen 

Bestimmte Mangel der intemationalen Anmeldung 



Datum der Einreichung des Antrags 
10/08/2000 



Datum der Fertigstellung dieses Berichts 
30.03.2001 



Name und Postanschrift der mit der intemationalen vorlaufigen 
Prufung beauftragten Behdrde: 
EuropSisches Patentamt 

D-80298 Munchen 
Tel. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 

Fax: +49 89 2399 - 4465 



Bevollmachtigter Bediensteter 
Thiele, U 

Tel. Nr. +49 89 2399 8643 



Formblatt PCT/I PEA/409 (Deckblatl) (Januar 1994) 



JNTERNATIONALER VORLAUFIGER 
PRUFUNGSBERICHT 



Internationales Aktenzeichen PCT/EPOO/001 74 



I. Grundlage des Berichts 

1 . Hinsichtlich der Bestandteile der internationalen Anmeldung {Ersatzblatter, die dem Anmeldeamt aufeine 
Aufforderung nach Artikel 14 hin vorgelegt warden, gelten im Rahmen dieses Berichts als "ursprunglich 
eingereicfit" and sind ihm nicht beigefugt, weil sie keine Anderungen enthalten (Regein 70. 16 and 70. 1 7))\ 
Beschreibung, Seiten: 

1-29 ursprungliche Fassung 

Patentanspriiche, Nr.: 

1-9 eingegangen ann 14/03/2001 mit Schreiben vom 13/03/2001 

Zeichnungen, Blatter: 

1/13-13/13 ursprungliche Fassung 



2. Hinsichtlich der Sprache: Alle vorstehend genannten Bestandteile standen der Behorde in der Sprache, in der 
die Internationale Anmeldung eingereicht worden ist, zur Verfugung oder wurden in dieser eingereicht, sofern 
unter diesem Punkt nichts anderes angegeben Ist. 

Die Bestandteile standen der Behorde in der Sprache: zur Verfugung bzw. wurden in dieser Sprache 
eingereicht; dabei handelt es sich um 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen Recherche eingereicht worden ist (nach 
Regel 23.1(b)). 

□ die Veroffentlichungssprache der internationalen Anmeldung (nach Regel 48.3(b)). 

□ die Sprache der Ubersetzung, die fur die Zwecke der internationalen vorlauf igen Prufung eingereicht worden 
ist (nach Regel 55.2 und/oder 55.3). 

3. Hinsichtlich der in der internationalen Anmeldung offenbarten Nucleotid- und/oder Aminosauresequenz ist die 
Internationale vorlaufige Prufung auf der Grundlage des Sequenzprotokolls durchgefuhrt worden, das: 

□ in der internationalen Anmeldung in schriftllcher Form enthalten ist. 

□ zusammen mit der internationalen Anmeldung in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in schriftlicher Form eingereicht worden ist. 

□ bei der Behorde nachtraglich in computerlesbarer Form eingereicht worden ist. 

□ Die Erklarung, daB das nachtraglich eingereichte schriftliche Sequenzprotokoll nicht uber den 
Offenbarungsgehalt der internationalen Anmeldung im Anmeldezeitpunkt hinausgeht, wurde vorgelegt. 

□ Die Erklarung, daB die in computerlesbarer Form erfassten Informationen dem schriftlichen 
Sequenzprotokoll entsprechen, wurde vorgelegt. 

4. Aufgrund der Anderungen sind folgende Unterlagen fortgefallen: 
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□ Beschreibung, Seiten: 

□ Anspruche, Nr.: 

□ Zeichnungen, Blatt: 

5. □ Dieser Bericht ist ohne Beruckslchtigung (von einigen) der Anderungen erstellt worden, da diese aus den 

angegebenen Grunden nach Auffassung der Behorde uber den Offenbarungsgehalt in der ursprunglich 
eingereichten Fassung hinausgehen (Regel 70.2(c)). 

(Auf Ersatzblatter, die solche Anderungen enthalten, ist unter Punl<t 1 hinzuweisen;sie sind diesem Bericht 
beizufugen). 

6. Etwaige zusatztiche Bemerkungen: 



V. Begrundete Feststellung nach Artikel 35(2) hinsichtlich der Neuheit, der erfinderischen Tatigkeit und der 
gewerblichen Anwendbarkeit; Unterlagen und Erklarungen zur Stutzung dieser Feststellung 

1. Feststellung 

Neuheit (N) Ja: Anspruche 1-9 

Nein: Anspruche 

Erfinderische Tatigkeit (ET) Ja: Anspruche 1-9 

Nein: Anspruche 

Gewerbliche Anwendbarkeit (GA) Ja: Anspruche 1-9 

Nein: Anspruche 



2. Unterlagen und Erklarungen 
siehe Beiblatt 



VII. Bestimmte Mangel der internationalen Anmeldung 

Es wurde festgestellt, daB die Internationale Anmeldung nach Form oder Inhalt folgende Mangel aufweist: 
siehe Beiblatt 
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Sektion I 

Sequenzprotokoll Seiten 1/2-2/2 sind in die Basis fur diesen Bescheid / Bericht 
aufgenommen. 

Sektion V 

1 ) Es wird auf die folgenden Dokumente verwiesen: 
D1: WO 98 56416 A 

D2: PROCEEDINGS OF THE ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN 
ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, Marz 1998, Seite 355 
D3: WO 97 15597 A 

D4: PROCEEDINGS OF THE ANNUAL MEETING OF THE AMERICAN 

ASSOCIATION FOR CANCER RESEARCH, Bd. 38, 1997, Seite 616 
D5: WO 98 56419 A 

2) Die mit Schreiben vom 13.03.01 eingereichten Anderungen stehen im Einklang 
mit den Erfordernissen des Art. 34(2)(b) PCT. 

3) Der Gegenstand des Anspruchs 1 scheint im Hinblick auf den bekannten Stand 
der Technik neu zu sein und auf einer erfinderischen Tatigkeit zu beruhen (Art. 
33(2), (3) PCT). 

Die Anmelderin reichte in Antwort (Schreiben vom 06.03.01 ) auf den schriftlichen 
Erstbescheid detaillierte Argumente, Versuchsergebnisse sowie weiter 
Dokumente 

D6 Molecular Immunology 33, 1 6, 1 21 7 - 1 222, 1 996 (Miller) 
D7 The Lancet 343, 1 1 77- 1 1 83, 1 994 (Riethmiiller et al.) 
D8 Journal of Immunotherapy 15, 303, 31 1 , 1994 (Herlyn et al.) 
D9 Cancer Research 60, 1 921 - 1 926, 2000 (Gruber et al.) 

ein. 
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a) Neuheit: 

D1 (Zusammenfassung; Seite 7, 1. Absatz) offenbart Antikorper, die gegen an 
Adhasionsvorgange beteiligte menschliche zellulare Tumor-assoziierte Antigene 
(TAA), wie p53, NDF, EGF, CEA und Tyrosinase (siehe auch vorliegende 
Beschreibung, Seite 9, 2. Absatz) gerichtet sind. Das zellulare Membranantigen 
EpCAM ist nicht offenbart. 

D3 richtet das Hauptaugennnerk auf von Ep-CAM abgeleitete Peptide zur 
Therapie und Prophylaxe von Krebs. Ferner beschreibt D3 die therapeutische 
Vakzinierung gegen Krebs mit einem anti-Ep-CAM nnonoklonalen Antikorper unter 
Bedingungen geringer Tumorstarke (Seite 2, zweiter Absatz). Die auf Seite 2 der 
D3 enA/ahnte D7 beschreibt die passive Innnnuntherapie wie insbesondere aus D9 
(siehe z.B. S. 1925, li. Sp.) hervor geht. Die ebenfalls auf Seite 2 der D3 erwahnte 
D8 beschreibt die Imnnunisierung mit einem anti-idiotypischen Antikorper und 
betrifft somit ebenfalls nicht die in der vorliegenden Anmeldung beanspruchten 
anti-EpCAM Antikorper. 

b) Erfinderische Tatigkeit: 

Die in D1 genannten Antikorper ("Ab1 anti-TAA mAB") werden zur aktiven 
therapeutischen, u.a. intradermalen (Seite 16, Zeile 1), Vakzinierung gegen Krebs 
vorgeschlagen (Seite 8, Zeile 25ff; siehe auch Seite 1 1 , Zeilen 4 - 5). Beispielhaft 
ist die Induktion von anti-p53 Immunitat als therapeutische und prophylaktische 
Vakzinierung naher ausgefuhrt (siehe Seite 17, Beispiel 1; Beispiele 2 und 5). 

Die Anmelderin reichte Versuchsergebnisse ein, die nahelegen, daB eine 
Verallgemeinerung der fur p53 geltenden Lehre aus D1 auf beliebige TAA nicht 
zulassig ist. So wurde gezeigt, da3 z.B. die VenA^endung eines LewisY- 
spezifischen Antikorpers zur Vakzinierung nicht zu einer LewisY-spezifischen 
Immunantwort fuhrt und daher keine erfolgreiche Immunisierung eriaubt. 

Deshalb hatte der Fachmann, ausgestattet mit den Lehren aus D1 und D3, die 
sich mit aktiver Immunisierung in einem speziellen Fall, p53, und mit passiver 
Immunisierung mit anti-EpCAM Antikorpern befassen, keine ausreichende 
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Aussicht auf Erfolg in der aktiven Immunisierung mit besagten anti-EpCAM 
Antikorpern gesehen. 

c) D4 und D5, die im internationalen Recherchenbericht als "X" zitiert wurden, 
beziehen sich lediglich auf Therapie mit antiidiotypischen Antikorpern. D4 und D5 
verwenden somit nicht gegen das Antigen gerichtete Antikorper und stehen 
folglich dem Gegenstand des Anspruchs 1 nicht neuheitsschadlich entgegen. 

D2 (siehe Zusammenfassung) befaBt sich mit Induktion prophylaktischer und 
therapeutischer Immunitat gegen Prostatakrebs. Dabei werden lediglich gegen 
PSA (prostate specific antigen) gerichtete monoklonale Antikorper als Impfstoffe 
eingesetzt. Es scheint, daB PSA nicht an Adhasionsvorgangen beteiligt ist. 

d) Das zwischenpublizierte Dokument WO-A-9 965 523 (Prioritatsdatum: 
15.06.1998; Anmeldedatum: 15.06.1999; Publikationsdatum: 23.12.1999) 
offenbart die Therapie von Prostatakrebs uber Verabreichung von anti- 
Prostataantigen Antikorper-Vakzinen. Das Dokument ist somit ebenfalls nicht 
relevant fur die Beurteilung des Gegenstands der vorliegenden Anspruche. 

4) Die Anspruche 2 - 9 erfullen die Erfordernisse der Artikel 33(2) und (3) POT nach 
Neuheit und erfinderischer Tatigkeit kraft ihres Abhangigkeitsverhaltnisses. 

5) Der z.B. in Anspruch 5 verwendete Begriff "Bindungsfeinspezifitat" ist fur den 
Fachmann im betreffenden technischen Gebiet klar (siehe z.B. D6). 

Sektion VDI 

Im Widerspruch zu den Erfordernissen der Regel 5.1 a) ii) PCT werden in der 
Beschreibung weder der in den Dokumenten D1 und D3 offenbarte einschlagige 
Stand der Technik noch diese Dokumente angegeben. 
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Patentanspruche 



1. Verwendung eines Antikorpers. der gegen das zellulare Membranantigen Ep- 
CAM gerichtet ist. zur .Herstellung eines Arzneimitteis zur prophylaktischen 
und/oder therapeutischen aktiven Immunisierung gegen Krebs. 

2. Verwendung nach Anspruch 1, wobei der Antikorpertierischen Ursprun'gs ist. 

3. Verwendung nach Anspnjch 1 oder 2, wobei der Antikorper ein nnonoclonaler 
Antikorper ist. 

4. Verwendung nach Anspruch 3, wobei der Antikorper ein muriner nnonoclonaier 
Antikorper ist, dessen variable Region der schweren Kette die in SEQ ID N0:1 
darg'estellte Arriinosauresequenz ist und dessen variable Region der leichten 
Kette die in SEQ ID NO:2 dargestellte Aminosauresequenz'ist. 

5. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3. wobei der Antikorper dieselbe 
Bindungsfeinspezifitat wie der in Anspruch 4 definierte Antikorper aufweist. 

6. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis. 5, wobei zwei oder mehr 
Antikorper. die gegen verschiedene Epitope des Membranantigens gerichtet sind, 
in Kombination verwendet werden. 

7. VenA/endung nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei das Arzneimittel weiterhin 
mindestens noch ein Vakzine-Adjuvans enthalt. 

8. Verwendung nach einem der Ansipruche 1 bis 7, wobei das Arzneimittel fur die 
Verabreichung des Antikorpers in einer Dosierung im Bereich von 0,01 bis 4 mg 
Antikorper geeignet ist. 

9. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 9, wobei das Arzneimitter zur 
Verabreichung durch subcutane, intradermale oder intramuskulare Injektionen 
geeignet ist. ^ 
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CLAIMS 

Use of an antibody which is directed against a hunnan cellular membrane 
antigen for the preparation of a pharmaceutical composition for the 
prophylactic and/or therapeutic vaccination against cancer. 

The use of claim 1, wherein the cellular membrane antigen is a tumor- 
associated antigen. 

The use claim 1 or 2, wherein the cellular membrane antigen plays a role in 
adhesion processes. 

The use of any one of claims 1 to 3, wherein the cellular membrane antigen is 
an antigen of epithelial cells. 

The use of any one of claims 1 to 4, wherein the cellular membrane antigen is 
capable of self-adhesion. 

The use of claim 5, wherein the cellular membrane antigen is Ep-CAM, N-CAM 
or CEA. 

The use of any one of claims 1 to 6, wherein the antibody is of animal origin. 

The use of any one of claims 1 to 7, wherein the antibody is a monoclonal 
antibody. 

The use of claim 8, wherein the antibody is the murine monoclonal antibody 
HE2. 

The use of any one of claims 1 to 8, wherein the antibody has the same fine 
specificity of binding as the antibody HE2. 

The use of any one of claims 1 to 10, wherein 2 or more antibodies which are 
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directed against different cellular membrane antigens or against different 
epitopes of a membrane antigen are used in combination with each other. 



12. The use of any one of claims 1 to 11 , wherein the pharmaceutical composition 
further comprises also at least one vaccine adjuvant. 

13. The use of any one of claims 1 to 12, wherein the pharmaceutical composition 
is suitable for the administration of the antibody at a dosage in the range of 
0.01 to 4 mg antibody. 

14. The use of any one of claims 1 to 13, wherein the pharmaceutical composition 
is suitable for the administration by subcutaneous, intradermal or 
intramuscular injection. 
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1(54) Title: USE OF ANTIBODIES FOR ANTICANCER VACCINATION 

ii54) Bezeichnung: VERWENDUNG VON ANTIKORPERN ZUR VAKZINIERUNG GEGEN KREBS 
\ (57) Abstract 



The invention relates to the use of antibodies directed against 
i-Kuman cellular membrane antigens for vaccinations against cancer. 

(57) Zusammenfassung 

Beschrieben wird die Verwendung von Antikorpem, die 
gegen menschliche zellulare Membranantigene gerichtet sind, zur 
Vakzinierung gegen Krebserkrankungen. 
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Verwendung von Antlkorpern zur Vakzinierung gegen Krebs 



Die vorliegende Erfindung betrifft die Verwendung von Antikorpern, die gegen 
menschiiche zellulare Membranantigene gerichtet sind, zur Herstellung eInes 
Arzneimittels zur Vakzinieoing gegen Krebs. 

Mit der Entdeckung der Hybridomtechnologie ist es moglich geworden, 
monoclonale Antikorper (MAK) gegen verschiedenste Antigene zu generieren. 
Diese generell fur alle blologischen Fragesteilungen einsetzbare Technologie hat 
auch in der Krebsforschung einen wiclitigen Platz eingenommen. in den letzten 20 
Jahren sind MAK gegen eine Vieizalil von Tumor-assoziierten Antigenen (TAA) 
hergestellt worden. TAA sind Strukturen. die bevorzugt auf der Zellmembran von 
Tumorzellen exprimiert sind, dadurch eine Unterscheidung zu nicht-malignem 
Gewebe ermoglichen und daiier als Zieipunkte fur diagnostisclie und 
tlierapeutische Anwendungen auf der Basis von spezifischen MAK oder davon 
abgeleiteten Derivaten geselien werden. 

Direkte therapeutische Anwendungen von MAK gegen TAA beruhen auf passiven 
Immuntherapien, das heifit, ein MAK oder ein Derivat wird systemisch in 
geeigneter Menge an Krebspatlenten verabreiclnt und iibt eine therapeutische 
Wirkung nur aus, solange die Konzentration im Organismus dafur genugend groli 
ist. Die biologische Halbwertszeit soicher Agentien hangt von ihrer Struktur ab und 
betragt wenige Stunden bis mehrere Tage. Daher ist es notwendig, wiederholte 
Applikationen vorzunehmen. Das fuhrt bei Verwendung von xenogenen 
Antikorpern (z.B. murine MAK) aber zu unerwunschten Immunreaktionen. die eine 
mogliche therapeutische Wirkung neutralisieren und gefahrliche Nebenwirkungen 
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(anaphylaktische Reaktionen) bedingen kOnnen. Daher konnen solche 
Immuntherapeutika nur fur eine begrenzte Zeit verabreicht werden. 
Einem anderen Ansatz far Immuntherapie von Krebs iiegt die selektive Aktivierung 
des Immunsystems von Krebspatlenten zugrunde, maligne Zellen zu bekampfen. 
Das wird mittels verschiedenster Fomien von Krebsvakzinen versucht. Dazu 
gehOren Impfungen mit autologen oder allogenen Tumorzellen. chemisch oder 
molekularbioiogisch modifizierten autologen oder allogenen Tumorzellen. isolierten 
Oder mit Hllfe von chehilschen oder molekularbiologlschen Methoden hergestellten 
TAA, daraus abgelelteten Peptlden, neuerdings auch Impfungen mit DNA, die fur 
TAA Oder daraus abgelelteten Staikturen codieren, etc. Eine alternative Methode 
beruht auf der Verwendung von anti-idiotypischen Antikorpern zur Vakziniemng 
gegen Krebs. Geeignete anti-id lotypische Antikorper konnen ein TAA 
immunologisch nachahmen. Sie induzieren als Fremdproteine (z.B. murine 
Antikorper, Ziegen-Antikorper etc.) nach Vakzinierung - im Gegensatz zu den 
eigentlichen menschlichen Tumorantigenen, die als Selbst-Strukturen oft nur 
wenig immunogen sind - im Menschen eine starke Immunantwort. Daher konnen 
anti-idiotypische Antikorper als immunogener Ersatz eines Tumorantigens zur 
Impfung verwendet werden. 

Im Unterschied zur passiven Immuntherapien mit Anti-Tumorantikorpern genugen 
fur die aktive spezifische Krebs-lmmuntherapie im Prinzip sehr kleine Mengen 
eines geeigneten Impfstoffes. urn fQr Monate bis Jahre eine Immunitat zu 
induzieren, die oei Abschwachung durch Booster-lmpfungen wieder aufgefrischt 
werden kann. Daruberhinaus kann bei aktiver Immunisierung sowohl eine 
humorale als auch eine zellulare Immunitat induziert werden. deren 
Zusammenspiel eine effektive Schutzwirkung ergeben kann. 
Zusammenfassend beruht die bisherige Verwendung von Antikorpern oder von 
deren Derivaten in der Krebs-lmmuntherapie im wesentlichen auf zwei Prinzipien: 
o Passive Therapie mit Antikorpern oder deren Derivaten, die gegen TAA 
gerichtetet sind. 

o Aktive Immunisierung (Vakzinierung) mit Antikorpern oder deren Derivaten, die 
gegen den Idiotyp von Antikorpern mit Spezifitat gegen TAA gerichtet sind. 
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Im Verlauf der Entdeckung und nachfolgender Charakterisierung von 
verschiedensten TAA hat sich herausgestellt, dali diese wichtige Funktionen fur 
Krebszellen haben. Sie ermoglichen den entarteten Zellen, charakteristische 
Eigenschaften fiir den malignen Phanotyp wie z.B. vermehrte Adhasionsfahigkeit 
auszuuben, die fiir die Etablierung von Metastasen von grofier Bedeutung sind. 
Allerdings kSnnen solciie Antigene durcliaus in bestimmten Stadien auch auf 
normalen Zellen exprimiert sein, wo sie fur normale Funktionen dieser Zellen 
verantwortlich sind. Ohne Anspruch auf Vollstandigkeit seien hier einige Beisplele 
fur solche Antigene angefuhrt: 

o N-CAM (Neuronal Cell Adhesion Molecule), das oft auf Tumoren neuronalen 
Ursprungs exprimiert ist und homophile Adhasion bewirkt (J.Cell Biol. 118 
(1992), 937). 

o Das Lewis Y Kohienhydratantigen, das auf der Mehrzahl der Tumoren 
epithelialen Ursprungs aufscheint, aber auch v^/ahrend der fotalen Entwicklung 
epithelialer Gewebe eine wichtige Rolle spielt. Es wurde gezeigt, dafi die 
Expression dieses Antigens in Lungenkrebs stark mit einer ungunstigen 
Prognose assoziiert ist, da Lewis Y positive Krebszellen offensichtlich ein 
hoheres metastatisches Potential haben (N. Engl. J. Med. 327 (1992), 14). 

o CEA (Carcino Embryonic Antigen), das haufig auf epithelialen Tumoren des 
Gastro-lntestinaltraktes vorkommt und als Selbstadhasionsmolekul identifiziert 
wurde (Cell 57 (1989), 327). 

o Ep-CAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule), daft auf fast alien Tumoren 
epithelialen Ursprungs exprimiert ist, aber auch auf vielen normalen Epithelien 
vorkommt, das als Selbstadhasionsmolekul charakterisiert wurde und daher als 
pan-epitheliales Adhasionsantigen klassifiziert werden kann (J. Cell Biol. 125 
(1994), 437). 

Der vorliegenden Erfindung liegt nun die Aufgabe zugnjnde weitere Mittel und 
Methoden zur Verfiigung zu stellen, die eine effiziente Prophyiaxe gegen bzw. 
Therapie von Krebserkrankungen eriauben. 
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Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung der in den Anspruchen bezeichneten 
Ausfuhrungsfomrien geldst. 

Somit betrifft die Erfindung die Verwendung von Antil<6rpem, die gegen 
menschliche zellulSre Membranantigene gerichtet sind, zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur prophylaktischen und/oder therapeutischen Vakzinierung gegen 
Krebs. Der Begriff "zellulare Membranantigene" betrifft dabei Strukturen, die auf 
der Zeiimembran von Zellen prasentiert werden. Hier sind insbesondere 
Rezeptoren zu nennen, wie z.B. der Transfemn-Rezeptor, oder andere IVIolekule, 
wie z.B. E-Cadherin oder Ep-CAM. 

In elner bevorzugten Ausfiihrungsform stellt ein derartlges zellulares 
Membranantigen eIn Tumor-assozllertes Antigen dar. Unter dem Begriff "Tumor- 
assozilertes Antigen" wIrd dabei eine Stmktur verstanden, die bevorzugt von 
Tumorzellen prasentiert wird und dadurch eIne Unterscheldung zu nicht-malignem 
Gewebe ennogllcht. Vorzugsweise 1st eIn solches Tumor-assoziiertes Antigen auf 
bzw. In der Zeiimembran elner Tumorzelle lokalisiert. Dabei ist aber nicht 
ausgeschlossen, daG derartige Antlgene auch auf nicht-entarteten Zellen 
vorkommen. Bei Tumor-assoziierten Antigenen kann es sicli beispielsweise urn 
Polypeptide, Insbesondere glykosyllerte Proteine, oder Glykosylierungsmuster von 
Polypeptiden handeln. Andere Strukturen, die ein Tumor-assoziiertes Antigen 
darstellen konnen, sind z.B. Glykolipide. Hierzu gehoren beispielsweise 
Ganglloside, wie z.B. GM2. Ferner konnen Tumor-assozllerte Antlgene dargestellt 
werden durch VerSnderungen der Zusammensetzung von Lipiden der 
Zeiimembran, die fur Krebszellen charakterlstisch sein k6nnen. 
Beisplele fiir Tumor-assoziierte Antlgene sind N-CAIVI, das Lewis Y 
Kohlenhydratantigen, CEA und Ep-CAM, die bereits oben enwahnt wurden. 
Weitere Beisplele sind Sialyl Tn Kohlenhydrat, Globo H Kohlenhydrat, Ganglloside 
wie GD2/GD3/GM2, Prostate Specific Antigen (PSA). CA 125, OA 19-9, CA 15-3, 
TAG-72, EGF Rezeptor, Her2/Neu Rezeptor, p97. CD20 und CD21. Gegen alle 
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diese Antigene stehen monoclonale Antikorper zur Verfugung. Weitere Tumor- 
assoziierte Antigene werden z.B. beschrieben in DeVlta et al. (Eds., "Biological 
Therapy of Cancer", 2. Aufl., Kapite! 3: Biology of Tumor Antigens, Lippincott 
Company. ISBN 0-397-51416-6 (1995)). 

Unter dem Begriff "Antikorper" werden Antikorper aller Art verstanden, 
insbesondere polyclonale Oder monoclonale oder auch chemisch, biochemisch 
Oder molekularbiologisch hergestellte Antikorper. Verfahren zur Herstellung 
solcher Molekule sind dem Fachmann gelaufig. Auf die Art der Herstellung des 
Antikorpers kommt es nicht an. Wichtig ist ledigiich seine Bindungsspezifitat fur ein 
relevantes Epitop eines zellulSren Membranantigens. Bevorzugt werden 
monoclonale Antikorper verwendet, ganz besonders bevorzugt monoclonale 
Antikorper tierischen, insbesondere murinen Ursprungs. Ganz besonders 
bevorzugt wird der murine monoclonale Antikorper HE-2 venA/endet, der wie 
beschrieben erzeugt werden kann oder ein Antikdrper, der die gleiche 
Bindungsfeinspezifitat wie HE2 aufweist. Der Begriff "Antikorper" umfalit im 
Rahmen der vorliegenden Erfindung auch Fragmente und Derivate von 
Antikorpern, wobei diese Fragmente oder Derivate ein TAA erkennen. Die durch 
Vakzinierung mit geeigneten Antikorpern gegen TAA induzierte, therapeutisch 
wirksame Immunantwort ist durch die Bindungsregion dieser Antikorper, ihrem 
Idiotyp, determiniert. Daher konnen im Prinzip statt intakter Antikorper auch 
Fragmente oder Derivate dieser Antikorper erfolgreich zur Vakzinieaing eingesetzt 
werden, solange diese Derivate den Idiotyp des jeweiligen Ausgangs-Antikorpers 
weiterhin beinhalten. Als Beispiele, jedoch nicht auf diese eingeschrankt, seien 
erwahnt: F(ab)VFragmente, F(ab)'-Fragmente, Fv-Fragmente, die entweder nach 
an sich bekannten biochemischen Methoden (enzymatische Spaltung) oder nach 
an sich bekannten Methoden der Molekularbiologie hergestellt werden konnen, 
sowie Antikorperderivate, die nach an sich bekannten chemischen, biochemischen 
Oder molekularbiologischen Methoden hergestellt werden konnen. Der Begriff 
Derivat umfaBt dabei insbesondere auch Produkte, die erzeugt werden konnen 
durch chemische Kopplung von Antik6rpern (-fragmenten) mit Molekulen, die die 
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Immunantwort verstarken konnen, wie z.B. Tetanus-Toxoid, Pseudomonas 
Exotoxin, Derivate von Lipid A. GM-CSF, IL-2 oder durcli chemische Kopplung von 
AntikOrpern (-fragmenten) mit Lipiden fQr bessere Inkorporierung in eine 
Liposomenformulierung. Der Begriff "Derivat" umfalit auch molekularbiologisch 
hergestellte Fusionsproteine von AntikSrpern (-fragmenten) mit Polypeptiden. die 
die Immunantwort verstarken konnen, wie GIVI-CSF, IL-2, IL-12, C3d etc. Die 
Antik6rper kdnnen erfindungsgemaR selbstverstandllcii auch in Kombination 
eingesetzt werden. D.h. es k6nnen zwei oder mehr Antikorper. die verschiedene 
Membranantigene oder verschiedene Epitope desselben IVIembranantigens 
erkennen verabreicht werden. Dabei konnen die verschiedenen Antikorper jeweils 
gleichzeltig (gemeinsam oder getrennt) oder nacheinander verabreicht werden. 
Krebszellen exprimieren hSufig mehrere TAA gleichzeltig, gegen die fiir 
Vakzinierungen geeignete Antikorper zur Verfiigung stehen oder generiert werden 
konnen. Fiir eine verstarkte, unter Umstanden synergistische Wirkung der 
induzierten Immunantwort, urn die potentielle Gefahr der Selektion von Antigen- 
negativen Varianten zu minimieren und um moglicher Tumorzellheterogenitat 
entgegenzuwirken, kann es gunstig sein, eine Kombination von zwei oder 
mehreren geeigneten Antikorpern oder deren Fragmenten oder Derivaten 
gleichzeltig zur Vakzinierung zu verwenden. 

Der Begriff "Vakzinierung" bedeutet im Rahmen der vorliegenden Erfindung eine 
aktive Immunisienjng, d.h. eine Induktion einer spezifischen Immunantwort durch 
Verabreichung (z.B. subkutan, intradennal, intramuskular, ev. auch oral, nasal) 
von geringen Mengen eines Antigens (eines Stoffes, der vom Immunsystem des 
vakzinierten Individuums als fremd und damit immunogen erkannt wird) in einer 
geeigneten immunogenen Formuliemng. Das Antigen wird also als "Trigger" fur 
das Immunsystem benutzt, um eine fur das Antigen spezifische Immunantwort 
aufzubauen. Die dazu benotigten Mengen des Antigens kSnnen grundsatzlich sehr 
gering sein (manche Impfstoffe beinhalten nur ca. 5-10 pg Antigen pro Impfdosis). 
Charakteristisch fOr eine aktive Immunisierung ist eine in grolien Bereichen nur 
wenig Mengen-abhangige Dosis Wirkungskurve. Das heiftt, dali die Immunantwort 
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in einem weiten Dosisbereich in etwa gleich starl< ausfallt. Daraus folgt. da(i bei 
einer Vakzinierung der gewunschte Effekt, also die lndul<tion einer Immunantwort, 
bereits mit sehr geringen Antigenmengen erzielt werden kann, aber auch mit 
wesentlich holieren Antigenmengen in vergieiclibarer Weise erzielt werden kann. 
Es ist aber naturgemafi wunsclienswert, grundsatzlich mit moglichst niedrigeh 
Dosierungen zu arbeiten, insbesondere im Hinblick auf Nebenwirkungen, 
IVIaterialkosten etc., was bei einer Vakzinierung zum Tragen kommt. 
Eine Vakzinierung im Sinne der vorliegenden Erfindung kann grundsatzlich sowohl 
im therapeutischen Sinne als auch im prophylaktischen Sinne (wie bei alien 
antimikrobiellen Impfstoffen) durchgefuhrt werden. Das heifit, die 
erfindungsgemafie Vakzinierung gegen Krebs kann sowohl als therapeutische als 
auch als prophylaktische Anwendung verstanden werden. Somit kann durch die 
Vakzinierung von nicht an Krebs erkrankten Personen mit geeigneten Antikorpern 
gegebenenfalls ein vorbeugender Schutz gegen den Ausbruch einer 
Krebserkrankung erzielt werden. Fur eine solche prophylaktische Vakzinierung 
kommen insbesondere, wenn auch nicht ausschlielilich, Personen in Frage, die 
ein erhohtes Risiko aufweisen, eine Krebserkrankung zu entwickeln. 

Die erfindungsgemaBe Verwendung unterscheidet sich substantiell von den 
beiden zuvor genannten, bisher bekannten prinzipiellen therapeutischen 
Anwendungsmoglichkeiten von Antikorpern zur Behandlung von Krebs und eriaubt 
eine unerwartet wirksame Behandlung. 

Die Bindungsregion eines Antikorpers gegen ein TAA kann nach dem "Schlussel- 
Schloli-Prinzip" ein strukturell komplementares Abbild des Bindungs-Epitopes des 
jeweiligen TAA's darstellen. Das bedeutet, dad ein solcher Antikorper in seinem 
Idiotyp eine Strukturinformation des Epitopes des TAA tragt, gegen das er 
gerichtet ist. Wird daher ein Krebspatient mit einem geeigneten, immunogenen 
Antikorper gegen ein TAA geimpft (also z.B. mit einem murinen MAK gegen ein 
TAA), werden dagegen im Patienten Antikorper gebildet, die zum Teil gegen den 
Idiotyp des als Vakzine eingesetzten Antikorpers gerichtet sind und nach dem 
"SchlQssel-Schlofi-Prinzip" das Epitop des TAA strukturell nachahmen kOnnen. 
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Daraus folgt, dali durch eine solche Impfung im Krebspatienten gewissermafien 
losliche Varianten des Epitopes des TAA generiert werden, die als aktiv induzierte 
autologe AntikSrper fur lange Zeitraume wirken kdnnen und deren Titer in 
geeigneten AbstSnden durch Booster-lmpfungen wieder aufgefrischt werden 
konnen. 

in einer bevorzugten Ausfuhrungsform ist das menschiiiche zellulare 
IVIembranantigen eine Struktur, die eine Rolle spielt bei Adhasionsvorgangen. 
Adiiasionsvorgange sind dabei vorzugsweise Zell-Zell-lnteraktionen, wobei 
Liganden bzw. Rezeptoren auf der Zelloberflaclie involviert sind. 
Adhasionsmolekule sind demnach der Zell-Zell-lnteraktion dienende Liganden 
bzw. Rezeptoren auf der Zelloberflache. Eine Untergruppe von solchen 
Adiiasionsmolekulen sind die Selbstadhasionsmolekiiie. Diese haben die 
Eigenscliaft, an sicli selbst binden zu konnen. 

Die pliysioiogische Wirkung einer durch Impfung mit einem Antikorper gegen ein 
TAA induzierten Immunantwort hangt naturgemaH von der Funktlon des jeweiligen 
TAA ab. Hat das TAA beispielsweise eine Funktion als Rezeptor fur die Adhasion 
von Tumorzellen, insbesondere an einen Liganden auf Endothelzellen des 
GefaBsystems (eine solche Eigenschaft ist wichtig fur die Fahigkeit von 
disseminierten Krebszellen, aus dem Gef^Bsystem auszutreten und sich in 
Gewebe festzusetzen, urn dort eine Metastase auszubilden). dann wird diese 
AdhasionsfShigkeit durch Vakzinierung mit einem geelgnetem Antik5rper gegen 
dieses TAA herabgesetzt, well im Kreislauf und im Gewebe pemnanent induzierte 
AntikSrper vorhiinden sind, die die Interaktion des TAA mit seinem Liganden 
kompetitieren, da sie das TAA in loslicher Form nachahmen. 

Allgemein ausgedruckt, kann nach den obenstehenden Ausfuhrungen durch 
Vakzinierung mit geeigneten AntikSrpern gegen TAA, die eine Funktion fur die 
Malignitat von Tumorzellen haben, erreicht werden, dad die induzierte 
Immunantwort mit der Funktion des TAA in dessen Wechselwirkung mit seinem 
Liganden interferiert und diese erschwert oder verhindert. Das bedeutet, dall 
Krebszellen fiir den malignen Phanotyp wichtige Eigenschaften nicht oder nicht 
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ausreichend ausuben konnen, wodurch die Entwicklung der Erkrankung 
verlangsamt oder gestoppt werden kann und insbesonders in friihen Stadien die 
Ausbildung von iVIetastasen unterdruckt werden kann. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform ist das zellulare Membranantlgen 
zur Selbstadhasion fahig, d.h. bestimmte Epitope des Antigens sind fur die 
homophile Bindung mit einem gleichen Antigen auf einer anderen Zelle 
verantwortlich. Beispiele fur solche Antigene sind unter anderem N-CAM (Neuronal 
Cellular Adhesion Molecule), CEA (Carcino Embryonic Antigen) und Ep-CAM 
(Epithelial Cell Adhesion Molecule). Antikorper, die gegen Epitope von 
Selbstadhasionsantigenen gerichtet sind, welche in diese Funktion involviert sind, 
konnen nach den obenstehenden Ausfuhrungen eine komplementare 
Strukturinformation eines solchen Epitopes tragen. Daher kann, entsprechend den 
obenstehenden Ausfuhrungen, durch Vakzinierung mit solchen Antikorpern die 
Ausbildung von Antikorpern induziert werden, die die Eigenschaften dieser 
Selbstadhasion in der Bindungsreaktion tragen. Das bedeutet, daR. solche 
induzierten Antikorper wiederum an dem Selbstadhasionsantigen binden konnen, 
da in einem solchen Fall Rezeptor und Ligand identisch sind. Damit kann durch 
Impfung von Krebspatienten mit geeigneten Antikorpern gegen 
Selbstadhasionsantigene eine Immunantwort induziert werden, die wiederum 
direkt an Tumorzellen bindet und dadurch vielfaltige therapeutische Wirkungen 
auslost. Einerseits wird die fur maligne Zellen wichtige Fahigkeit der 
Selbstadhasion blockiert und andererseits konnen durch die Bindung der 
induzierten Antikorper an die Krebszellen humane Effektorfunktionen wie 
Kompiement-abhangige Lyse und/oder Lyse durch Aktivierung von zytotoxischen 
Effektorzellen ausgelost werden, die zur Zerstorung der Krebszellen fuhren. 

Durch alle oben genannten Mechanismen und Wirkungen kann die Vakzinierung 
von Krebspatienten mit geeigneten Antikorpern gegen TAA die Ausbildung neuer 
Metastasen unterdriicken und die Disseminiemng der Erkrankung zumindestens 
verlangsamen. In fruhen Krankheitsstadien. zum Beispiel nach erfolgreicher 
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Operation eines Primartumors (adjuvantes Stadium), werden durch solche 
Impfungen restliche, disseminierte Tumorzellen daran gehindert. sich als neue 
Metastasen zu etablieren. Dadurch kann die ruckfallsfreie Lebensspanne und 
damit auch die Gesamtiiberlebenszeit solcher Patienten verlangert werden. Durch 
solche Impfungen und in geeigneten AbstSnden durchgefiihrte 
Auffrischungsimpfungen kann gegebenenfalls ein lebenslanger Schutz vor der 
Ausbildung von Metastasen erreicht werden. Von besonderem Interesse sind 
Vakzinierungen von Krebspatlenten mit geeigneten Antikorpern gegen ein 
Selbstadhasions-TAA. da in diesen Fallen, wie oben beschrieben, durch einen 
zusatzlichen direkten Angriff der induzierten Immunantwort auf Tumorzellen eine 
verstarkte therapeutische Wirkung mSglich ist. 

In einer weiteren bevorzugten Ausfuhrungsform enthalt das gemali der 
erfindungsgemaBen Verwendung hergestellte Arzneimittel neben dem Antikorper 
mindestens ein bei der Formulierung von Vakzinen Qbliches Adjuvans. Durch 
solche Adjuvantien kann die Immunantwort verstSrkt werden. Als Beispiele fur 
Adjuvantien, jedoch nicht auf diese eingeschrankt, seien erwahnt: Aluminium- 
hydroxid (Alu-Gel), Derivate von Lipopolysaccharid, Bacillus Calmette Guerin 
(BCG), Liposomenbereitungen, Formulierungen mit zusatzlichen Antigenen. gegen 
die das Immunsystem bereits eine starke Immunantwort gemacht hat, wie z.B. 
Tetanus Toxoid, Pseudomonas Exotoxin, oder Bestandteile von Influenza-Viren, 
gegebenenfalls in einer Liposomenbereitung, biologische Adjuvantien wie 
Granulozyten-Makrophagen stimulierender Faktor (GM-CSF), Interieukin 2 (IL-2) 
Oder Gamma Interferon (IFNy). 

In einer anderen bevorzugten Ausfuhrungsform ist das gemaE der 
erfindungsgemalien Venvendung hergestellte Arzneimittel geeignet fur eine 
Verabreichung zur Impfung in einer Dosierung von 0,01 bis 4 mg Antikorper, 
vorzugsweise von 0,5 mg. 

Die Impfung kann durch einmalige Applikation der oben angegebenen Dosierung 
erfolgen. Vorzugsweise erfolgt sie jedoch durch wiederholte Verabreichungen. Die 
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Zahl der Wiederholungen liegt dabei im Bereich von 1 bis 12 pro Jahr, besonders 
bevorzugt im Bereich von 4 bis 8 pro Jahr. Die Dosierung kann dabei gleichbieiben 
Oder abnehmen. 



Auffrischungsimpfungen konnen dabei in regelmafiigen Abstanden. prinzipiell 
lebenslang, durchgefCihrt werden. Geeignete Intervalle liegen hierbei im Bereich 
von etwa 6 bis zu 24 Monaten und konnen durch Verfolgung der Titer der 
induzierten Antikorper festgelegt werden (eine Auffrischung sollte erfolgen, sobald 
die Titer der induzierten Antikorper deutlich abgefallen sind). 

Die Verabreichung des Antikorpers kann nach dem Fachmann bekannten 
Methoden erfolgen. Vorzugsweise ist das Arzneimittel enthaltend den Antikorper 
geeignet fur eine subcutane, intradermale oder intramuskulare Verabreichung. 

Die vorliegende Erfindung betrifft ferner die Verwendung von Antikorpern, die ein 
Tumor-assoziiertes Antigen erkennen, zur Vakzinierung gegen 
Krebserkrankungen, sowie ein Verfahren zur Behandfung von Krebserkrankungen 
durch Vakzinierung, wobei einem Patienten eine zur Vakzinierung ausreichende 
Menge an einem oder mehreren Antikorpern, die ein TAA erkennen, verabreicht 
wird. Fur die Definitionen und bevorzugten Ausfuhrungsformen gilt das bereits 
oben im Zusammenhang mit der erfindungsgemaften Verwendung Gesagte. 

Die VenA/endung von Antikorpern gegen TAA, oder von deren Derivaten oder 
Fragmenten als Vakzinen unterscheidet sich substantiell von den bekannten 
Anwendungen solcher Anti-TAA Antikorper fur die passive Immuntherapie, einige 
wesentliche Vorteiie der erfindungsgemafien Verwendung gegenuber der passiven 
Antikorper-lmmuntherapie sind wie folgt zusammengefafit: 

Antikorper gegen TAA zur passiven Immuntherapie von Krebs: 



o Hohe Dosis (> 100 mg / intravenOse Infusion) 



wo 00/41722 




PCT/EPOO/00174 



12 



o Kurze Wirkung durch Elimination des Wirkstoffes 

o Xenogene Antikorper unerwunscht wegen Innmunogenitat 

o Therapiedauer insbesonders bei xenogenen Antikorpern wegen der Induktion 
einer Immunantwort und der dadurch entstehenden Gefahr von 
anaphylaktischen Reaktionen bei wiederholter Anwendung linnitiert 

Antikorper gegen TAA zur prophylaktischen und/oder therapeutischemi 
Vakzinierung gegen Krebs: 

o Niedrige Dosis (< 1 mg/lmpfung; subcutane. intradermaie Oder intrannuskulare 
injektion) 

o Lang andauernde Wirkung der direkt induzierten Immunantwort 

o Xenogene Antikorper erwunscht, da die Wirkung auf Immunogenitat beruht 

o Behandlungsdauer uniimitiert (Auffrischungsimpfungen immer wieder moglich) 

Im folgenden werden Experimente beschrieben, die belegen, dafi die Vakzinierung 
mit einem bestirnmten murinen MAK (HE2), der gegen das Selbstadhasions-TAA 
Ep-CAM gerichtet ist. oder die Vakzinierung mit seinem F(ab)'2-Fragment, direkt 
zur Induktion von Antikorpern fuhrt, die selektiv auf menschlichen Tumorzellen 
binden, die dieses Antigen exprimieren. Damit wird beispieishaft, aber ohne jede 
Einschrankung gezeigt, dafi durch die Vakzinierung mit geeigneten Antikorpern 
gegen ein Selbstadhasions-TAA, oder deren Derivaten. die zumindestens den 
Idiotyp des Ausgangsantikorpers enthalten, eine Immunantwort induziert wird, die 
therapeutische Wirksamkeit bei Krebserkrankungen haben kann. 
Der murine monoclonale Antikorper HE2 wurde dafur nach an sich beschriebenen 
Standardverfahren der Hybridomtechnologie generiert (siehe z.B. H. Zola. 
Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques. CRC Press, Inc. ISBN 0-8493- 
6476-0; 1988) Balb/c-Mause wurden mit menschlichen Kolorektal-Krebszellen 
nach Standardprotokollen immunisiert. Die Milzzellen wurden mit der Maus- 
Myeiomlinie P3X63Ag8 fusioniert und Hybridome selektioniert, die Antikorper 
produzieren, die selektiv an humane kolorektale Krebszellen, aber nicht an 
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Melanomzellen binden. Letztlich wurde ein Hybridom ausgewShlt, das einen 
lgG2a/kappa Antikorper sezerniert. Dieser AntikSrper (HE2) bindet an Ep-CAM, 
wie z.B. durch Westernblotanaiyse mit Membranpraparationen von KATO III 
Magenkrebszellen im Vergleich mit einem bekannten anti-Ep-CAM Antikdrper 
(KS1-4) gezeigt werden kann. 

Die Amlnosauresequenzen der varlablen Regionen des MAK HE2 sind wie folgt: 
Schwere Kette: 

QVQLQQSGAELVRPGTSVKVSCKASGYAFTNYLIEWVKQRPGQGLEWIGVINPG 

SGGTNYNEKFKGKATLTADKSSSTAYMQLSSLTSDDSAVYFCARDGPWFAYWG 
QGTLVTVSA (SEQ ID NO: 1) 

Leichte Kette: 

NIVMTQSPKSMSMSVGERVTLTCKASENWTYVSWYQQKPEQSPKLLIYGASNR 

YTGVPDRFTGSGSATDFTLTISSVQAEDLADYHCGQGYSYPYTFGGGTKLEIK 
(SEQ ID NO. 2) 

Die Figuren zeigen: 

Figurl zeigt die Inhibierung in vitro der Selbstadhasion der kleinzelligen 

Lungenkrebslinie SW2 durch den MAK HE2. 
Figur2 zeigt die Selbstadhasion in vitro der human kleinzelligen 

Lungenkrebslinie SW2 ohne EinfluR des MAK HE2, als Kontrolle zu 

dem in Figur 1 dargestellten Experiment. 
Figur 3 zeigt die Induktion einer Antikorperimmunantwort gegen HE2 nach 

Vakziniemng von Ziegen mit dem F(ab)'2-Fragment von HE2, 

gemessen in einem ELISA. 
Figur 4 zeigt die Induktion einer Antikorperimmunantwort gegen Ep-CAM 

positive human Magenkrebszellen (Kato III) nach Vakzinierung von 
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Ziegen mit dem F(ab)'2-Fragment von HE2, gemessen in einem Zell- 
ELISA. 

FigurS zeigt das Fehlen einer Anitkorperimmunantwort gegen Ep-CAM 
negative humane Melanomzellen (WM9) nach Vakzinierung von 
Ziegen mit dem F(ab)'2-Fragment von HE2, gemessen in einem Zell- 
ELISA, als Kontrolle zu dem in Figur 4 dargestellten Experiment. 

FigurS zeigt die Bindung einer affinitatsgereinigten Antikorperfraktion aus 
Serum von Ziegen, die mit dem F(ab)'2-Fragment von HE2 vakziniert 
wurden, an Ep-CAM positive fiumane l\yiagenkrebszellen (Kato III), 
gemessen in einem Zell-ELISA. 

Figur 7 zeigt das Felilen der Bindung einer affinitatsgereinigten 
Antikorperfraktion aus Serum von Ziegen, die mit dem F(ab)'2- 
Fragment von HE2 vakziniert wurden, an Ep-CAM negative humane 
Melanomzellen (WM9), gemessen in einem Zell-ELISA, als Kontrolle 
zu dem in Figur 6 dargestellten Experiment. 

FigurS zeigt die Induktion einer AntikSrperimmunantwort gegen HE2 nach 
Vakzinierung von Rhesusaffen mit 0,5 mg an Aluminiumhydroxid 
adsorbiertem HE2, gemessen in einem ELISA. 

FigurS zeigt die Induktion einer Antikorperimmunantwort gegen Ep-CAM 
positive humane Magenkrebszellen (Kato III) nach Vakzinierung von 
Rhesusaffen mit 0,5 mg an Aluminiumhydroxid adsorbiertem HE2, 
gemessen in einem Zell-ELISA. 

Figur 10 zeigt die im Rahmen einer Rhesusaffen-Toxizitatsstudie mit HE2 
gefundene Induktion einer Antikorperimmunantwort gegen HE2 nach 
Vakziniemng einer Gruppe von Rhesusaffen mit 0,5 mg an 
Aluminiumhydroxid adsorbiertem HE2. sowie das Fehlen einer 
immunantwort gegen HE2 nach Behandlung einer anderen Gruppe 
von Rhesusaffen mit einer Aluminiumhydroxidformulierung ohne 
Antigen (Plazebo), gemessen in einem ELISA. 

Figur 11 zeigt beispieishaft die im Rahmen der Rhesusaffen-Toxizitatsstudie 
mit HE2 gefundene Induktion einer Antikorperimmunantwort gegen 
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Ep-CAM positive humane Magenkrebszellen (Kato III), gemessen in 
einem Zell-ELISA. 

Figur12 zeigt die Induktion einer Antikorperimmunantwort gegen Ep-CAM 
positive humane Magenkrebszellen (Kato III) nach wiederholter 
Vakziniemng eines Darmkrebspatienten mit je 0,5 mg ah 
Aluminiumhydroxid adsorbiertem HE2, gemessen in einem Zell- 
ELISA. 

Figur 13 zeigt die Induktion einer Serum-Zytotoxizitat gegen Ep-CAM positive 
humane Magenkrebszellen (Kato III) nach wiederholter Vakzinierung 
eines Darmkrebspatienten mit je 0,5 mg an Aluminiumhydroxid 
adsorbiertem HE2, gemessen in einem Zell-Lyse-Experiment. 

Die folgenden Beispiele sollen die vorliegende Erfindung welter eriautern, aber 
nicht einschranken: 

Urn zu zeigen, daH. der murine MAK HE2 an einem Epitop des 
Selbstadhasionsantigens Ep-CAM bindet, das in die homophile Bindung involviert 
ist, wurde der EinfluB von HE2 auf die Selbstadhasionsfahigkeit der humanen 
Zelllinie SW2 untersucht. Diese kleinzellige Lungenkarzinomlinie neigt dazu, sich 
in Kultur in vitro nach vorhergehender Vereinzelung innerhalb von einigen Stunden 
zu Zellklustern zusammenzuschlieaen. Die experimentelle Beschreibung befindet 
sich in Belspiel 1. Wie aus den Figuren 1 und 2 ersichtlich ist. wird durch die 
Zugabe von HE2 die Ausbildung von Zellklustern weitestgehend verhindert. Damit 
wird bewiesen, dad HE2 an ein Epitop von Ep-CAM bindet, das in die homophile 
Bindung dieses Membranproteines involviert ist. 

Urn die direkte humorale Immunantwort auf die Vakzinierung mit dem F(ab)' 2- 
Fragment des murinen MAK HE2 untersuchen zu konnen, wurden Ziegen mit 
diesem Fragment immunisiert. Das Fragment wurde nach an sich bekannten und 
beschriebenen Methoden durch Spaltung von HE2 mit Pepsin hergestellt und 
gereinigt. Die Immunislerung der Ziegen ist in Beispiel 2 beschrieben. 
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Zunachst wurde das gewonnene und gepoolte Ziegen-lmmunserum im Vergleich 
zu einem Pra-Serum auf Immunglobuline untersucht, die gegen den MAK HE2 
gerichtet sind, um die Total-! mmunantwort der vakzinierten Ziegen zu bestimmen. 
Diese Untersuchung wurde mit Hilfe eines ELISA Tests durchgefOhrt. die 
experimentelle Besclireibung befindet sich in Beispiel 3. Das Ergebnis dieses 
Experimentes ist in Figur 3 dargestellt: Die Ziegen haben durch die 
Vakzinierungen nait dem F(ab)' 2-Fragment des MAK HE2 eine starke 
I mmunantwort dagegen aufgebaut, wahrend in einem Pra-Serum keine Antikorper 
gegen HE2 gefunden werden. 

Als nachstes wurde untersucht, ob sich in dem Ziegen-lmmunserum 
Immunglobuline nachweisen lassen, die an humane Krebszellen binden, die das 
TAA exprlmieren, gegen das der MAK HE2 gerichtet ist (Ep-CAM). Dafur wurde 
die KATO III Magenkrebszellinie herangezogen. Als Kontrolle wurde auch die 
Bindung an eine humane Zellinie getestet, die Ep-CAM nicht exprimiert (WM9 
Meianomzellen). Diese Untersuchungen wurden mit Hilfe von Zell-ELISA Tests 
durchgefuhrt, die experimentelle Beschreibung befindet sich in Beispiel 4. Das 
Ergebnis dieser Experimente ist in den Figuren 4 und 5 dargestellt: Das Ziegen- 
lmmunserum enthalt Immunglobuline, die stark auf den Ep-CAM positiven KATO- 
Zellen binden. wahrend keine Bindung auf den Ep-CAM negativen WM9-Zelien 
nachgewiesen wird. Im Pra-Serum befinden sich keine Antikorper. die an diese 
Zellen binden. Dieses sehr uberraschende Ergebnis zeigt. dali durch Vakzinierung 
mit HE2-F(ab)'2 Fragment entstandene Antikorper tatsachlich in der Lage sind. 
selbst wieder an Zellen zu binden, die das TAA exprlmieren, das HE2 erkennt. 
Danach konnte die Funktion des TAA zur Selbst-Adhasion auf diese durch die 
Impfung mit HE2 entstandenen Antikorper ubertragen werden, wie zuvor 
ausfuhrlich eriautert wurde. 



zu beweisen. dafi die in den Ziegen durch Impfung mit dem F(ab)' 2-Fragment 
HE2 gegen den Idiotyp dieses MAK entstandenen Antikorper tatsachlich 
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diejenigen sind, die an die KATO-Zellen binden, wurde der anti-idiotypische Anteil 
dieser induzierten Antil<6rper mit Hilfe einer Sequenz von 
Immunaffinltatschromatographien spezifisch aus dem Ziegen-lmmunserum 
gereinigt, wie grundsatzlich beschrieben (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81 (1984), 
216). Die Sequenz der Reinigungsschritte ist in Beispiel 5 noch einmal 
zusammengefafit. 

Diese affinitatsgereinigten Ziegenantii<6rper wurden wieder auf ihre Bindung an die 
Ep-CAM positiven KATO-Zellen sowie an die Ep-CAM negativen WM9-Zellen 
untersucht. die experimentelle Beschreibung befindet sich in Beispiel 6. Das 
Ergebnis dieser Experimente ist in den Figuren 6 und 7 dargestellt: Das Ziegen- 
IgG, das gegen den Idiotyp von HE2 gerichtet ist, bindet stark an die Ep-CAM 
positiven KATO-Zellen, wahrend unspezifisches Ziegen-IgG kaum bindet. Die 
Bindung des affinitatsgereinigten spezifischen Ziegen IgG an die Ep-CAM 
negativen WM9-Zellen unterscheidet sich hingegen nicht von der des 
unspezifischen Ziegen-IgG. Damit Ist bewiesen. dali die Fraktion der Antikorper, 
die durch Vakzinierung mit dem F(ab)' j-Fragment von HE2 gegen den Idiotyp 
dieses Antikorpers direkt entstanden ist, diejenigen Antikorper enthalt, die an den 
Krebszellen binden, die das TAA exprimieren, das HE2 erkennt. Durch dieses 
Experiment ist auch schlussig gezeigt, dafi die durch Vakzinierung mit HE2 
induzierten Antikorper gegen Ep-CAM positive Zelten nicht durch eine doppelte 
autologe idiotypische Netzwerkkaskade entstanden sind, wie in einigen 
Pubiikationen postuliert worden ist (siehe z.B.: Cancer Immunol Immunother 42 
(1996), 81-87,). Solche anti-anti-idiotypischen Antikorper (Ab3) konnten namlich in 
keiner Weise durch Affinitatschromatographie an einer Abl Saule (=HE2) gereinigt 
werden, da sie entsprechend dem idiotypischen Netzwerk nicht an Ab1, sondern 
nur an Ab2 binden konnen. 

Aufgrund der oben dargestellten Ergebnisse der Immunisierung von Ziegen mit 
dem F(ab)'2-Fragment von HE2 wurden Vakzinierungsstudien auch mit 
Rhesusaffen durchgefuhrt, um die immunologischen Resultate in einer dem 
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Menschen nahestehenden Spezies zu bestmigen. Fur diese Experimente wurde 
der gesamte murine MAK HE2 als Immunogen verwendet. Es wurde 
angenommen. dali der murine Fc Teil als groBes Fremdprotein die Immunantwort 
auch gegen den Idiotyp verstarlct (Camer-Effekt). Um mogliche lokale 
Nebenwirkungen zu vermeiden, wurde Aluminiumhydroxid als mildes Adjuvans 
verwendet. Die Herstellung der Formulierung ftir diese Impfversuche wird in 
Beispiel 7 beschrieben. 

Vier Rhesusaffen wurde die in Beispiel 7 beschriebene Formulierung subkutan in 
den Rucken injiziert (0,5 mg HE2 = 0,5 ml pro Impfung, 2 mal verabreicht im 
Abstand von 4 Wochen). Zu mehreren Zeitpunkten wurde Glut zur 
Serumgewinnung abgenommen. 

Zunachst wurde die Immunantwort gegen HE2 in einem ELISA gemessen. Die 
experimentelle Beschreibung befindet sich in Beispiel 8. Wie in Figur 8 gezeigt 
wird, werden bereits am Tag 29 deutliche Titer von AntikQrpern gegen HE2 
gemessen. 

Welters wurde untersucht, ob durch die Impfungen Antikerper induziert werden, 
die an KATO III Zellen binden. Fiir diese Tests wurde ein Zell-ELISA eingesetzt, 
die experimentelle Beschreibung befindet sich in Beispiel 9. Wie in Figur 9 gezeigt 
wird, sind bereits am Tag 29 in alien Tieren Antikorper induziert, die auf Ep-CAM 
positiven Kato ill Tumorzellen binden. 

In weiterer Folge wurden im Rahmen einer Toxizitatsstudie mit Rhesusaffen vIer 
Tiere mit an Aluminiumhydroxid adsorbierten HE2 geimpft. Vier weitere 
Rhesusaffen erhielten als Plazebb nur Aluminiumhydroxid. Die Herstellung der 
Formulieaingen ist in den Beispielen 10 und 11 beschrieben. Den Rhesusaffen 
wurde insgeamt 4 mal je 0,5 ml der jeweiligen Formulierung (Wirkstoff oder 
Plazebo) subkutan In den Rucken injiziert (Tage 1. 15. 29 und 57). Vor Beginn der 
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Studie und zu verschiedenen Zeiten wahrend der Behandlungen wurde Blut fur 
Serumgewinnung abgenommen. 

Zunachst wurde wieder die Immunantwort gegen HE2 in einem ELISA gemessen. 
Die experimentelle Beschreibung befindet sich in Beispiel 8. Wie in Figur 10 
gezeigt wird, haben alle vier Rhesusaffen aus der HE2-Gruppe bereits nach einer 
Impfung eine deutliche humorale Immunantwort gegen HE2 aufgebaut, die durch 
die zweite Impfung noch verstarkt wird, wahrend die Rhesusaffen aus der 
Plazebogruppe keinerlei Erhohung der Titer von Antikorpem gegen HE2 
aufweisen. 

Diese Befunde wurden weiters durch Immunaffinitatsreinigungen der Seren Tag 43 
der Rhesusaffen der HE2-Gruppe bestatigt. Die experimentelle Beschreibung 
befindet sich in Beispiel 12. Wie in folgender Tabelle gezeigt wird, haben alle vier 
Affen am Tag 43 in ihrem Serum eine starke IgG-lmmunantwort gegen HE2 
aufgebaut (sekundare Immunantwort). der IgM-Anteil ist hingegen mit dem der 
Praseren vergleichbar. 



Affe 


Tag 


MS / ml IgM geqen 


pg / ml IgG qeqen 


9206m 


-14 


7,7 


2,8 




43 


16,3 


135,2 


9599m 


-14 


17,9 


2,5 




43 


25,4 


449,3 


841 5f 


-14 


16,0 


3.2 




43 


22,5 


159,9 


9139f 


-14 


5,3 


5,0 




43 


10,3 


69,8 



Es wurde auch die Induktion von Antikorpem gegen Ep-CAM positive Kato ill 
Zellen untersucht. Fiir diese Tests wurde wieder ein Zell-ELISA eingesetzt. die 
experimentelle Beschreibung befindet sich in Beispiel 9. Wie in Figur 11 
beispielshaft gezeigt wird, haben Rhesusaffen aus der HE2-Gruppe bereits am 
Tag 29 Antikdrper gegen Kato III Zellen entwickelt. 
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In weiterer Folge und aufgrund der oben dargestellten Ergebnisse der 
Vakzinierung von Ziegen und Rhesusaffen wurde ein Dannkrebspatient mit 
Metastasen (Dukes D) im Sinne einer Einzelbeobachtung mit dem MAK HE2, 
adsorbiert an Aluminiumhydroxid, geimpft. Die Herstellung der dafiir venA/endeten 
Formuiierung ist in Beispiel 7 beschrieben. Diesem Patienten wurden je 0,5 ml 
dieser Fonnuliemng (entspricht 0,5 mg HE2) insgesamt 4 mal subkutan in die 
oberen Extremitaten injiziert (Tag 1, 50, 78. 114). Vor jeder Impfung und am Tag 
128 wurde Blut zur Serumgewinnung abgenommen. Es wurde zunachst 
untersucht, ob durch die Impfungen Antikorper induziert werden, die an KATO III- 
Zellen binden. Fur diese Tests wurde wieder der Zell-ELISA eingesetzt, die 
experimentelle Beschreibung befindet sich in Beispiel 9. Die Ergebnisse dieser 
Experlmente sind in Figur 12 gezeigt. Durch die Impfungen werden in diesem 
Krebspatienten offensichtlich hohe Titer von AntikOrpern induziert, die an KATO III 
Zellen binden. 

Welters wurde untersucht. ob die durch die Vakzinierung mit HE2 induzierten 
Antikorper ex vivo einen zytotoxischen Effekt gegen KATO III Krebszellen 
vermittetn. Zu diesem Zweck wurden KATO III Zellen mit Pra- und Immunseren 
dieses Krebspatienten inkubiert, um eine duch die induzierten Antikorper mediierte 
Komplement abhangige Lyse zu zeigen. Die experimentelle Beschreibung befindet 
sich in Beispiel 13. 

Die Ergebnisse sind in Figur 13 dargestellt. Die durch die Impfung mit HE2 
induzierten Antikorper sind offensichtlich in autologem Patientenserum in der Lage. 
mittels Komplement-abhSngiger Lyse Ep-CAM positive KATO Ill-Zellen zu zerstoren. 

Auf Gmnd der oben beschriebenen Experlmente ist beispielhaft gezeigt, dali die 
Vakzinierung mit geeigneten Antikorpem gegen ein Selbstadhasions-TAA wis z.B. 
Ep-CAM. Oder deren Derivaten mit gleichem Idiotyp wie die jeweiligen 
Ausgangsantikorper, eine humorale Immunantwort auslost, die selektiv auf 
Tumorzellen bindet. die dieses Selbstadhasions-TAA exprimieren. Die induzierten 
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Antikorper konnen ein zytotoxisches Potential gegen solche Tumorzellen 
aufweisen. Eine Vakzinterung mit einem solchen Antikorper kann damit zu einer 
therapeutlschen Wirkung bei Krebserkrankungen fuhren. 

Beispiele 

Ven/vendete Materiallen: 



Mikrotiterplatten: 



ELISA 



Immuno Plate F96 MaxiSorp (Nunc) fur ELISA 

Cell Culture Cluster (Costar; Cat.Nr. 3598) fur Zell- 



Zeilinlen: 



positiv 



SW2: menschliche kleinzelllge Lungenkarzinonnlinie, Ep- 
CAM positiv 

KATO III: menschliche Magenkrebszellinie, Ep-CAM 

(ATCC HTB 103) 
WM 9: menschliche Melanomzellinie, Ep-CAM negativ 



Kopplungspuffer: 



0,1 M NaHCOg 
0,5 M NaCI 
pH-Wert 8,0 



Reinigungspuffer A: PBS def 

0,2 M NaCI 
pH-Wert 7.2 



Reinigungspuffer B: 0,1 M Glycin / HCI 

0,2 M NaCI 
pH-Wert 2,9 



Medium A: 



RPMI 1640 + 2 g/l NaHC03 
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100 U/ml Penicillin G 

100 Mg/ml Streptomycinsulfat 

4 mM Glutamin 

1 0 % foetales Kalberserum (hitzeinaktiviert) 



Bindungspuffer: 



PBS deficient: 



15 nnM NaaCOs 
35 mM NaHCOg 
3 mM NaNa 
pH-Wert: 9.6 

138 mM NaCi 
1,5 mM KH2PO4 
2,7 mM KCI 
6,5 mM Na^HPO^ 
pH-Wert: 7,2 



Fixierlosung: 



0.1 % Glutardialdehyd in 
physiologischer NaCi-Losung 



Waschpuffer A: 



2% NaCI 

0,2% Triton X-1 00 
in PBS deficient 



Waschpuffer B: 



0.05 % Tween 20 in PBS deficient 



Blockiemngspuffer A: 5 % foetales Kalberserum (hitzeinaktiviert) 

in PBS deficient 



Blockierungspuffer B: 1 % Rindersemmalbumin 

0.1 % NaNg 
in PBS deficient 
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Verdunnungspuffer A: 2% foetales Kalberserum (hitzeinaktiviert) 

in PBS deficient 

Verdunnungspuffer B: PBS deficient 

Farbepuffer: 24,3 mM Zitronensaure 

51 ,4 mM Na2HP04 
pH-Wert: 5.0 

Substrat: 40 mg o-Phenylendiamin Dihydrochlorid 

100 mi Farbepuffer 
20 pi H2O2 (30%) 

Stopplosung: 4 N H2SO4 

Beispiel 1 : 

In vitro i<ultivierte SW2 Zellen werden abzentrifugiert, das Pellet in Medium A 
aufgenommen und auf 7x10" Zellen/ml eingestellt. In den Kammern eines LabTeks 
werden entweder 0,1 ml PBS def mit 0,3 ml der Zellsuspension, oder 0,1 ml PBS 
def mit 40pg HE2 und dann mit 0,3 ml der Zellsuspension gemischt 
(Endkonzentration HE2 100pg/ml). Unmittelbar bevor die Zellsuspension jeweils 
als Letztes zupipettiert wird, werden die Zellen mit der Pipette vereinzelt. Gleich 
nach Zusammenfugen werden die jeweiligen Zellsuspensionen im 
Umkehrmikroskop fotografiert (Vergroftemng 100-fach). AnschlielJend werden die 
Zellsuspensionen 4 Stunden bei 37°C / 5% COj kultiviert und dann wieder 
fotografiert. 
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Beispi I 2: 

Zwei Ziegen werden mit je 1.5 mg des F{ab)' 2-Fragmentes in 3 ml PBS deficient 
zusammen mit 3ml von Freunds Complete Adjuvant (Difco) an multiplen Stellen 
intrademrial vakziniert. Am Tag 8 wird eine erste Booster-lmpfung wie an Tag 1 
gegeben, aber mit Freunds Incomplete Adjuvans (Difco). Am Tag 29 wird in 
gleicher Weise eine zweite Booster-lmpfung gegeben, bei der aber kein Adjuvans 
zugesetzt wird. Blut zur Serumgewinnung fur die Analyse der entstandenen 
Immunantwort wird vor Impfbeginn und am Tag 54 abgenommen. 

Beispiel 3: 

100 |j| Aliquots des MAK HE2 (Losung mit 10fjg/ml In Bindungspuffer) werden in 
den Lochern einer Mikrotiterplatte 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach 
sechsmaligem Waschen der Platte mit Waschpuffer A werden je 200|jl des 
Blockierungspuffers A zugesetzt und 30 Minuten bei 37°C inkubiert. Nach 
Waschen der Platte wie oben beschrieben werden je 100pl Aliquots der zu 
testenden Ziegenseren in Verdunnungen von 1:100 bis 1:1 000 000 in 
Verdiinnungspuffer A 1 Stunde bei 37''C inkubiert. Nach Waschen der Platte wie 
oben beschrieben werden je 1 0OpI des Peroxidase- konjugierten Kaninchen anti- 
Ziegen-lg AntikGrpers (Zymed) in einer Verdunnung von 1:1000 in 
VerdGnnungspuffer A zugesetzt und 30 Minuten bei SZ^C inkubiert. Die Platte wird 
viermal mit Waschpuffer A und zweimal mit Farbepuffer gewaschen. Die 
Antikorperbindung wird durch Zusatz von je lOOpl des spezifischen Substrats 
nachgewiesen und die Farbreaktion durch Zugabe von je 50pl Stopplosung nach 
ca. 10 Minuten abgebrochen. Die Auswertung erfolgt durch Messen der optischen 
Dichte (OD) bei 490nm (Wellenlange der Referenzmessung ist 620nm). 
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Beispiel 4: 

Die Locher einer Mikrotiterplatte werden mit je 100 pi einer Zellsuspension der zu 
testenden Zellinie in der Konzentration von 2x10^ Zellen/ml in Medium A uber 
Nacht bei +4°C inkubiert. Nach Absaugen des Dberstandes wird die Platte mit je 
50\i\ FIxierlosung pro Loch 5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach 
Absaugen des Dberstandes werden je 200|j| Blockierungspuffer B zupipettiert und 
die Platte 1 Stunde bei 37°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit je 200pl 
Waschpuffer B werden je 100pl Aliquots der zu testenden Ziegenseren in 
Verdunnungen von 1:10 bis 1:100 000 in Verdunnungspuffer B 1 Stunde bei 37°C 
inkubiert. Nach zweimaligem Waschen der Platte mit je 100 \^\ eiskaltem 
Waschpuffer B werden je lOOpI des Peroxidase- konjugierten Kaninchen anti- 
Ziegen-lg Antikorpers (Zymed) in einer Verdiinnung von 1:1000 in 
Verdunnungspuffer A zugesetzt und 45 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Platte wird 
dreimal mit je 100 pi eiskaltem Waschpuffer B gewaschen. Die Antikorperbindung 
wird durch Zusatz von je 100pl des spezifischen Substrats nachgewiesen und die 
Farbreaktion durch Zugabe von je SOpI Stopplosung nach ca. 10 Minuten 
abgebrochen. Die Auswertung erfolgt durch Messen der optischen Dichte (OD) bei 
490nm (Wellenl^nge der Referenzmessung ist 620nm). 

Beispiel 5: 

Die Reinigung ist grundsatzlich in Proc.Natl.Acad.Sci.USA 81:216, 1984 
beschrieben und wird hier wie folgt zusammengefalit: In einem ersten Schritt wird 
nach bekannten Methoden an einer DEAE Anionenaustauscher SSule eine 
Reinigung des im Ziegenserum enthaltenen Gesamt-IgG durchgefuhrt. 
Anschliefiend werden an einer Immunaffinitatssaule (CH-Sepharose 4B, 
Pharmacia), an die irrelevantes murines lgG2a gekoppelt wurde, diejenigen 
ZiegenantikSrper gebunden, die gegen konstante Regionen des F(ab)' 2- 
Fragmentes von HE2 gerichtet sind, wahrend die Fraktion der anti-idiotypischen 
ZiegenantikOrper nicht an dieser Saule bindet. In einem letzten Schritt wirde daher 
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der Durchbruch dieser Immunaffinitatschromatographie an einer 
Immunaffinitatssaule (CH-Sepharose 4B, Pharmacia) gebunden, an die HE2 
gekoppelt wurde. Die spezifiscfi an diese Saule gebundene Fraktion wird mit 
einem Puffer pH 2,8 (0,1 M Glycin/HCI) eluiert und neutralisiert. Die so erhaltene 
Zlegen IgG Fraktion ist gegen den Idiotyp von HE2 gerichtet. 

Beispiel 6: 

Dieser Zell-ELISA wird grundsatzlich gleich ausgefuhrt wie in Beispiel 4 
besclirieben. Statt Serunnverdunnungen werden Konzentrationen von 100 \ig/m\ 
bis 0,031 ng/ml des immunaffinitatsgereinigten Ziegen IgG bzw. von 
unspezifischem gereinigten Ziegen IgG venwendet. 

Beispiel 7: 

0,83 ml einer Suspension von Alu-Gel (Alu-Gel S von Serva. 2% Suspension, 
Qualitatsgrad: Adjuvans zur Praparation von Vakzinen) wird unter sterllen 
Bedingungen n-it 0,5 ml einer Losung von 10 mg/ml HE2 in PBS pH 5,5 
zusammen mit 3,67 ml PBS def. eine Stunde bei Raumtemperatur sanft 
geschwenkt (Endkonzentration HE2: 1 mg/ml; Alu-Gel S: 0.33 %). Die Suspension 
wird anschlieliend in 0,5 ml Aliquots in Durchstichflaschchen steril abgefullt. 

Beispiel 8: 

Dieser ELISA wird grundsatzlich gleich ausgefuhrt wie in Beispiel 3 beschrieben, 
mit der Ausnahme, dafi zur Detektion der gebundenen Rhesusaffenantikorper ein 
Peroxidase konjugierter Ziegen-anti-Human-lg Antikorper (Zymed) venwendet wird. 
Mit diesem Reagens lassen sich Rhesusaffenantikorper in gleicher Weise wie 
Humanantikorper nachweisen, da die Sequenzhomologie der Konstantregionen 
von Humanantikorpern und Rhesusaffenantikorpern bei ca. 98% liegt. 
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Dieser Zell-ELISA wird grundsatzlich gleich ausgefuhrt wie in Beispiel 4 
bescfirieben. mit der Ausnahme, daE zur Detektion der an die Zellen gebundenen 
Rhesusaffenantikorper (bzw. Humanantikorper) ein Peroxidase konjugierter 
Ziegen-anti-Human-lg Antikorper (Zymed) venvendet wird. Zur Detektion des 
murinen HE2 als Standard wird ein Peroxidase konjugierter Ziegen-anti-Maus-IgG 
Antikorper (Zymed) eingesetzt. 

Beispiel 10: 

3,5 ml einer Losung von HE2 (10 mg/ml in PBS def. pH=5,5) werden unter sterilen 
Bedingungen mit 0.35 mi einer wassrigen Tiiimerosallosung (10 mg /ml; Sigma) 
sowie 27,25 ml physioiogischer Koclisalzlosung gemischt und 3,9 ml einer 
Aluminium-hydroxidsuspension (3% in Wasser; Alhydrogel, Superfos Biosector, 
Danemark) unter vorsichtigem Schwenken versetzt. Je 0,6 ml der so erhaltenen 
Suspension werden dann unter sterilen Bedingungen in entpyrogenisierte 
Glasrohrchen abgefullt und mit einem Gummistopfen mit Aluminiumkappe 
verschlossen. 

Beispiel 11: 

Die Plazeboformulierung wird in gleicher Weise hergestellt wie in Beispiel 10 
beschrieben. nur daQ> statt der Antikorperiosung 3,5 ml PBS def pH=5,5 und statt 
der Thimerosallosung 0,35 ml physioiogischer NaCI-Losung verwendet werden. 

Beispiel 12: 

1 g CH-Sepharose 4B (Pharmacia) werden fur 15 Minuten in 30 ml 1 mM HCI 
suspendiert. Das Gel wird dann mit 1 Liter 1 mM HCI und anschlieHend mit 200 ml 
Kopplungspuffer auf einem Sinterglasfilter AGS gewaschen. 10 mg HE2 
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(Stammlosung 10 mg/ml) werden gegen ca 0,5 Liter Kopplungspuffer dialysiert. 
Diese L6sung wird mit der Gelsuspension in einem verschlossenen GefaB 
vermischt. Ein Verhaltnis von Gel : Puffer von 1 : 2 ergibt eine fiir die Kopplung 
geeignete Suspension. Diese Suspension wird 5,5 Stunden bei Raumtemperatur 
gesctiiitteit. Anschlieftend wird der OberschuB des Liganden mit 3 x 30 ml 
Kopplungspuffer weggewaschen. Uberbleibende reaktive Gruppen werden durch 
einstiindige Inkubation bei Raumtemperatur mit 1 M Athanolamin geblockt. Dann 
wird das Gel fiir eine Stunde bei Raumtemperatur mit einem 0,1 M Tris-HCI Puffer 
pH=8 geschutteit. Letztlich wird das Gel mit 3 Zyklen von Puffern mit 
alternierendem pH gewaschen. Jeder Zyklus besteht aus 0,1 M Natriumacetat 
Puffer pH 4 mit 0,5 M NaCI, und anschlieBend 0,1 M Tris-HCI Puffer pH 8 mit 0,5 
M NaCI. Das Gel wird bei 4^ aufbewahrt. 

Die Immunaffinitatsreinigung der gegen HE2 gerichteten Antikorperfraktion aus 
Semm der Rhesusaffen erfolgt nach folgender Vorschrift: Die 
Immunaffinitatsreinigung wird auf einem FPLC-System (Pharmacia) durchgefiihrt. 
1 ml des nach obiger Vorschrift erhaltenen Gels wird in eine Pharmacia HR5/5 
Saule gefullt. 0,5 ml Serum werden 1:10 mit dem Reinigungspuffer A verdiinnt. 
Diese Losung wird mit 1 ml / Minute uber die Saule gepumpt und mit 
Reinigungspuffer A nachgewaschen. bis die UV-Basislinie des Detektors wieder 
erreicht ist (280 nm). Gebundene Immunglobuline werden dann mit 
Reinigungspuffer B eluiert und die Fraktion mit 0,5 M NasHPO^ unmitteibar nach 
Desorption neutralisiert und mit 0,02% NaNg versetzt. SOpI der so gereinigten 
Antikorperfraktion werden auf einer Grofientrennungssaule (SEC, Zorbax 250 GF) 
analysiert und die IgG- und IgM- Anteile quantifiziert. Als Laufmittel fur die SEC 
wird 220 mM Phosphatpuffer pH 7 + 10% Acetonitril verwendet. Als Standard fur 
die SEC dient Human IgG und Human IgM, die zum Erstellen einer Standard- 
Eichgerade jeweils in mehreren Konzentrationen chromatographiert werden 
(Peakflache vs. Konzentration). Die Berechnung der IgG- und IgM- 
Konzentrationen in den affinitatsgereinigten Rhesuaffen-Antikorperi^raktlonen 
erfolgt mittels Linean-egression anhand der Standardkurven. Die Konzentrationen 
werden als pg / ml eingesetzten Affenserums angegeben. 
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Beispiel 13: 

Ein Tag vor Durchfuhrung des Tests werden KATO III Zellen in frisches Medium A 
transferiert und bei 37°C/5% CO2 in einer Zellkulturflasche gehalten. Am nachsten 
Tag werden die Zellen zunachst mit ^'Chrom markiert. Dabei werden 5x10^ Zellen in 
800 Ml Medium A bei 37°C/5% CO2 mit 100 pCi Na/^CrO^ inkubiert. anschlieliend 
mit Medium A gewaschen und auf eine Dichte von 2.5x10^ Zellen/ml adjustiert. 100 
\^\ Aliquots dieser Zelisuspension werden in Locher einer Mikrotiterplatte pippetiert. 
100 pi Aliquots der zu testenden Patientenseren werden zugegeben und 3 Stunden 
bei 37°C/5% COj inkubiert (die Seren werden bei -80°C aufbewahrt und fur diesen 
Test nur einmal aufgetaut. urn die Aktivitat des Komplements nicht zu 
beeintrachtigen). Die Oberstande werden mit einer Skatron-Harvesting-Presse 
geerntet und in einem Gamma-Counter vermessen, wodurch die Werte fiir den 
"experimental release" erhalten werden. Fur die Bestimmung des "total release" 
werden die Zellen wie oben behandelt, wobei Serum durcli eine Losung aus 2% 
SDS. 50 mM NafiO^ and 10 mM EDTA ersetzt wird. Die Werte fiir den 
"spontaneous release" werden erhalten, in dem Semm durch Medium A ersetzt wird. 
Das Resultat wird wie folgt berechnet: 

experimental release - spontaneous release 

%Lyse= xlOO 

total release - spontaneous release 

Der Test wird in 3-fach Werten durchgefuhrt und der Mittelwert und 
Standardabweichung der Einzelergebnisse angegegen. 
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Patentanspruche 



1. Verwendung eines Antikorpers. der gegen ein menschliches zellulares 
Membranantigen gerichtet ist, zur Herstellung eInes Arzneimittels zur 
prophylaktischen und/oder therapeutischen Vakzinierung gegen Krebs. 

2. Verwendung nach Anspruch 1. wobei das zellulare Membranantigen ein 
Tumor-assoziiertes Antigen ist. 

3. VenA/endung nach Ansprucli 1 oder 2. wobei das zellulare Membranantigen 
eine Rolle bei AdhSsionsvorgangen spielt. 

4. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 3. wobei das zellulare 
Membranantigen ein Antigen epithelialer Zellen ist. 

5. VenA/endung nach einem der Anspruche 1 bis 4, wobei das zellulare 
Membranantigen zur Selbstadhasion fahig ist. 

6. Verwendung nach Anspruch 5, wobei das zellulare Membranantigen Ep-CAM, 
N-CAM Oder CEA ist. 

7. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6, wobei der Antikorper 
tierischen Ursprungs ist. 

8. Venfl/endung nach einem der Anspruche 1 bis 7, wobei der Antikorper ein 
monocionaler Antikorper ist. 

9. Verwendung nach Anspmch 8. wobei der Antikorper der murine monoclonale 
AntikSrper HE2 ist. 

10. Venvendung nach einem der AnsprUche 1 bis 8, wobei der Antikorper dieselbe 
Bindungsfeinspezifitat wie der Antikorper HE2 aufweist. 

11. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 10, wobei zwei oder mehr 
Antikorper. die gegen verschiedene zellulSre Membranantigene oder gegen 
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verschiedene Epitope eines Membranantigens gerichtet sind, in Kombination 
verwendet werden. 

12. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 11, wobei das Arzneimittel 
weiterhin mindestens noch ein Vakzine-Adjuvans enthalt. 

13. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 12, wobei das Arzneimittel fur 
die Verabreichung des Antikorpers in einer Dosierung im Bereich von 0,01 bis 
4 mg Antikorper geeignet ist. 

14. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 13, wobei das Arzneimittel zur 
Verabreichung durch subcutane, intradermale oder intramuskulare Injektionen 
geeignet ist. 




SW2 Zellen in Medium mit 100^g/ml HE2. Stunde 0 
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SW2 Zellen in Medium mit lOOjag/ml HE2, Stunde 4 
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Figur 2 
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SW2 Zellen in Medium, Stunde 0 




SW2 Zellen in Medium, Stunde 4 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Figur 3 



Vakzinierung von Ziegen mit HE2-F(ab)'2: 
Serum Ig mit Spezifitat fur HE2 
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Figur 4 



Vakzinierung von Zlegen mit HE2-F(ab)'2: 
Bindung von Serum Ig an Ep-CAM positive 
menschliche Magenkrebszellen (KATO III) 
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Vakzinierung von Ziegen mit HE2-F(ab)'2: 
Bindung von Serum-lg an Ep-CAM negative 
menschliche Melanomzellen (WM9) 
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Figur 6 



Vakzlnierung von Ziegen mit HE2-F(ab)'2: 
Bindung von affinitatsgereinigtem Serum Ig an Ep-CAM positive 
menschliche Magenkrebszellen (KATO III) 
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Figur 7 
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Vakzinierung von Ziegen mit HE2-F(ab)'2: 
Bindung von affinitatsgereinigtem Serum Ig an Ep-CAM negative 
menschliche Melanomzellen 
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Figur 8 



Vakzinierung von Rhesusaffen mit HE2 
Bindung von Serum Ig an HE2 




SerumverdOnnung 1: 



wo 00/41722 



PCT/EPOO/00174 



9/13 

Figur 9 



Vakzinierung von Rhesusaffen mit HE2 
Bindung von Serum Ig an Kato III Tunnorzellen 
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Figur 10 



Rhesusaffenstudie 
Antikorpertiter gegen HE2 
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Rhesusaffenstudie: 
Serum Ig gegen Kato III Tumorzellen 
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Figur 12 



Vakzinierung eines Darmkrebspatienten mit HE2: 
Induktion von Antikdrpern gegen menschliche 
Magenkrebszellen (KATO III) 
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Figur 13 
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Vakzinierung eines Darmkrebspatienten mit HE2: 
Induktion von Serum-Zytotoxizitat gegen menschliche 
Magenkrebszellen (KATO III) 
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